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De nombreuses études ont démontré des changements dans le métabolisme de la 
somatostatine (SS) au cours diabète chez l'humain et chez des modèles 
animaux expérimentaux. Cependant les résultats sont à ce puisque 
dans certaines études 1' expression du messager et les contenus de la SS pancréatique sont 
augmentés alors qu'ils sont diminués dans d'autres études. De plus, le rôle de l'insuline 
sur la sécrétion de SS pancréatique reste lui aussi ambigu. Des études ont en effet 
montré un effet soit inhibiteur, soit stimulateur, d'autres ont aussi démontré que l'insuline 
pouvait n'avoir aucun effet sur la sécrétion de la SS pancréatique. Dans tous les cas, 
jamais aucun mécanisme n'a été mis en évidence, ni même suggéré pour expliquer l'un 
ou l'autre des résultats observés. 
Dans cette étude nous avons effectué une étude in vivo sur des rats d'une part, et 
in vitro à partir d'îlots purifiés de rats et de cellules RIN-14B produisant la SS d'autre 
part. Pour les études in vivo et in vitro impliquant l'utilisation des rats, nous avons 
travaillé à partir de 4 groupes d'animaux: contrôles, diabétiques induits par la 
streptozotocine, diabétiques induits par la streptozotocine traités à l'insuline, et 
diabétiques induits par la streptozotocine traités à l'insuline suivit d'une interruption du 
traitement pendant 21 jours. 
L'ensemble ces études a eu pour but de démontrer d'une part que les îlots de 
Langerhans purifiés de pancréas normal ou étaient un bon modèle pour i' étude 
de physiologie de la SS pancréatique et vitro. Nous avons démontré 
et les contenus de SS pa."1créatique augmentaient significativement au 
coms traitement à l aux contrôles 
l'expression et les contenus de la SS. Finalement, un arrêt ce traitement ramenait 
l'expression et les contenus en SS 
l'étude in vitro sur une lignée cellulaire produisant la somatostatine, RIN-14B, a permis 
de mettre en évidence l'effet négatif directement dépendant de sa 
concentration et du temps d'incubation sur l'expression du messager et des contenus de la 
SS mais totalement indépendant de la concentration de glucose. Finalement, l'effet 
négatif de l'insuline sur l'expression de la SS pancréatique requiert la synthèse de novo 
d'au moins un facteur protéique. De plus, il est probablement médié par une voie mettant 
en jeu le couplage d'une protéine Gi avec le récepteur à tyrosine kinase de l'insuline, 
suggérant ainsi l'implication d'une voie dépendante de l'AMPc. 
L'objet de cette étude a été de déterminer le rôle de l'insuline sur la 
physiologie pancréatique de la somatostatine comprend entre la régulation 
son expression et sa sécrétion, que les de signalisation empruntées 
pour aboutir à ses effets. Afin de bien comprendre les démarches utilisées au cours de 
cette recherche et l'intérêt de cette étude, nous nous sommes donc efforcés de décrire 
et résumer le plus justement possible tous les aspects qui ont permis l'élaboration de 
ce travail. 
1- Le pan.créas 
1-1 Situation anatomique et aspect macrnscopique 
Le pancréas est un organe intra abdominal profond, bien délimité et situé en 
position rétro péritonéale dans la partie supérieure gauche qui surplombe le rachis 
lombaire. Chez l'humain adulte, il est divisé en 4 segments anatomiques, à savoir la 
tête et l'isthme, de formes grossièrement quadrilatères littéralement encastrés dans le 
cadre duodénal, le corps irrégulier et allongé, enfin la queue qui se prolonge jusqu'au 
rebord gastrique du hile de la rate (Fig.1 
Il est recouvert un tissu conjonctif qui s'invagine dans le 
parenchyme glandulaire le divisant en lobules. Les travées conjonctives 
contiennent des vaisseaux, des nerfs et des canaux excréteurs inter 
Les canaux d'abord intercalaires 
l 
Figure 1 : Situafüm anatomique et aspect macroscopique d.u pa:nc:rfas. A.Le pancréas 
est un organe mou très bien délimité chez l'homme en contact anatomique avec l'estomac 
et le 3ème duodénum. B. Chez les rongeurs, ici le rat, le pancréas est un organe diffus en 














parcourant toute la glande selon son grand axe. Il 
rejoint canal '-'H'-""'~'-''4 en un forme un bulbe au niveau deuxième: 
MV'-'"'""•U<A, appelé de Vater (Fig. 
Chez les rongeurs, le pancréas est un organe mou et diffus étroitement associé à 
l'ensemble des organes abdominaux (estomac, tube digestif, rate, et foie) (Fig.lB). Il 
présente cependant les mêmes caractéristiques macroscopiques décrites 
précédemment chez l'humain. 
1-2 Les deux composantes glandulaires du pancréas 
Le pancréas est constitué de deux tissus histologiquement et fonctionnellement 
différents pourtant étroitement liés anatomiquement, l'un exocrine et l'autre 
endocrine. 
Le pancréas exocrine : 
Le pancréas exocrine est une glande à structure acinaire qui comprend deux types de 
tissus : l'épithélium acinaire et l'épithélium canalaire (décrit précédemment) qui 
représentent 94 % et 3 du volume 
cellules acinaires synthétisent et exportent les ''"""'""..., dans la du duodénum 
au l'ampoule hépato-pancréatique dite sont nécessaires à 
de carbone et en 
3 
Figure 2 : Histologie du pancréas exocrine humain. La majorité du tissu exocrine est 
composé d'acini (A). Chaque acinus est composé de 2 à 20 cellules pyramidales et est 
drainé par un ductule ou canal interlobulaire qui se jette dans des canaux de taille de plus 
en plus grande. Le canal interlobulaire et le canal principal entouré d'un tissu conjonctif de 
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centroacinaires 
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sécrétion hydrocarbonatée assurent l'exportation des enzymes digestives et 
maintien d'un pH favorable pennetta.11t leur activité optimale (Lévy, 1998). 
Le pancréas endocrine: 
L'unité fonctionnelle de la composante endocrine du pancréas est représentée 
par les îlots de Langerhans disséminés dans le parenchyme exocrine. Us représentent 
environ 3 % du volume du pancréas. Le pancréas endocrine est responsable du 
maintien de l'homéostasie glucidique en co-ordonnant l'utilisation du glucose par les 
cellules de l'organisme par l'effet synergique de l'insuline et du glucagon qui agissent 
via le sang. 
La physiologie du pancréas endocrine est exhaustivement détaillée dans la partie 2 de 
ce chapitre intitulé : Physiologie de pancréas endocrine. 
1-3 Les étapes du développement du pancréas 
La dissection de l'ontogenèse pancréatique a débuté à la fin des années 1960. 
Cependant, grâce aux nouvelles techniques de culture cellulaire, biologie moléculaire, 
et l'avancée dans l'utilisation d'animaux transgéniques, la biologie du développement 
a connu un essor considérable au cours des 1990. les étapes 
développement du pancréas commencent maintenant à être bien connues autant 
point de vue morphogénétique que moléculaire. L'étude de l'ontogenèse pancréatique 
""'"'"'''"'"'''"'""t"' une étape essentielle à développer une thérapie pour le 
5 
vont 
développement du pancréas, et plus particulièrement celles pancréas endocrine. 
du pancréas est semblable tous les 
Cependant, en raison des temps de gestation différents selon les espèces (21 jours 
chez les rongeurs, 270 jours chez l'homme, et même 660 jours chez l'éléphant!) les 
étapes de la morphogenèse varient séquentiellement et temporellement. Le pancréas 
se développe à partir de deux diverticules endoblastiques, un premier dorsal suivi par 
un second ventral qui bourgeonnent sur l'intestin primitif (Edlund, 1998; St Onge et 
al., 1999). Le bourgeon pancréatique ventral migre vers le bourgeon dorsal (lors de la 
rotation du duodénum et de l'estomac) pour se fusionner avec lui et constituer ainsi le 
pancréas définitif (l 0.5 jours chez les rongeurs, 42 jours chez l'homme) (Fig.3A). 
Le bourgeon pancréatique ventral donne naissance à la partie postérieure du 
pancréas et au processus uncinatus (petit pancréas), le bourgeon pancréatique dorsal 
est à l'origine de la tête, corps et de la queue du pancréas définitif (Uchida et al., 
1999). Lors de la fusion des deux bourgeons, seul le canalicule du bourgeon ventral 
persiste et devient le conduit pancréatique principal de Wirsung. 
1-3-1 Spécification du champ morplwgénétique pancréatique 
Les mécanismes moléculaires développement du pancréas après maintes 
grande En 
durant années 19ï0, l'hypothèse sur l'origine embryonnaire du pancréas 
6 
Figure 3 : Développement du pancréas. A. Aspect macroscopique. Le bourgeon 
pancréatique dorsal puis le bourgeon pancréatique ventral se développent à partir de 
diverticules endoblastiques qui bourgeonnent sur l'intestin primitif. Le bourgeon 
pancréatique ventral migre autour du côté postérieur du duodénum et fusionne avec le 
bourgeon pancréatique dorsal. Tiré de Larssen. Embryologie humaine. 1996. Édition De 
Boeck Université. B. Aspect cellulaire. L'expression de Pdx-1 va initier la différentiation 
de cellules de l'épithélium de l'intestin primitif vers le lignage pancréatique endocrine. Les 
cellules prolifèrent, migrent hors des canaux, colonisent le parenchyme exocrine et se 
regroupent en grappes appelées aussi « clusters » pour former des îlots matures. et 


















l'origine pancréas endocrine parce que celui-ci exprimait des marqueurs 
neuronaux. Actuellement il est bien établi que le pancréas tire son origine de cellules 
endo-mésodermiques grâce à une interaction épithélio-mésenchymateuse au niveau 
et 2001). sous-
jacente à l'endoderme joue un rôle primordial dans la spécification du pancréas. Elle 
induit l'expression des facteurs activine et FGF2 qui vont réprimer l'expression locale 
(dorsale et ventrale) de Sonic hedgehog (Shh) (Hebrok et al., 1998). L'absence 
locale de Shh induit l'expression de PDX-1 (pancreatic and duodenal homeobox effet, 
factor-1) dans l'endoderme permettant ams1 l'établissement du champ 
morphogénétique pancréatique à cet endroit. Ensuite, stimulées par les signaux du 
mésenchyme environnant, les cellules épithéliales présomptives prolifèrent au sein 
des bourgeons dorsal et ventral (Gittes et al. 1996). L'expression hiérarchique de 
facteurs de transcription spécifiques va ensuite initier la différentiation des cellules 
vers un lignage pancréatique acinaire, ductal ou endocrine (Edlund, 2001; Murtaugh 
and Melton, 2003; Kemp DM et al., 2003) . 
Des études récentes ont permis de déterminer que le contrôle du 
développement pancréatique impliquait les mêmes facteurs de transcription chez les 
rongeurs et chez l'homme. L'expression le 
développement pancréas et tout particulièrement pour sa composante endocrine. 
En la mutation homozygote de PDX-1 aussi 
l'homme entraîne une agénésie pancréas (Offield et 
mi.ssc11:1 et al. 2002;). 
8 
rongeurs que chez 
1996; Stoffers et aL, 1997; 
hors de l'épithélium et colonisent le exocrine sous forme de 
groupes de cellules appelés « clusters » pms finalement les îlots 
matures retrouvés chez (Fig. certaines 
lors de notre nous avons 
comparé 1 'expression des hormones pancréatiques sur des îlots purifiés de fcetus 
humain, d'adulte humain et de rat. Le paragraphe suivant décrit donc brièvement les 
grandes lignes de l'ontogenèse de l'îlot de Langerhans chez ces deux espèces. 
1-4 Ontogenèse du panc:réas endocrine 
Chez le rat 
Le développement chronologique des quatre types cellulaires qui composent 
les îlots de Langerhans du rat a fait l'objet de nombreuses études 
immunohistochimiques. Toutes les études s'accordent sur le fait que le glucagon 
serait la première hormone à apparaître au jour 11 post-coïtum suivie de l'insuline 24 
heures plus tard et enfin la somatostatine vers le 15ème jour. Le polypeptide 
pancréatique apparaît seulement après la naissance (Fujii, 1979; Y oshinari et al., 
1982; Yamaoka et aL, 1999). L'expression est concomitante à 
de A.RN messager étudiée par RT-PCR (Gittes and Rutter, 1 
Cependant 1a proportion des cellules lors du développement fœtal n'est pas la même 
celle observée à 1' état adulte. En McEvoy et Madson ont démontré que lors 
de la périnatale, les cellules bêta et proliféraient beaucoup à tel point 
jour 6 après la naissance, les ilots représentaient 6% du 
9 
mature. De 
petit nombre, les cellules delta augmentent nombre connu à l'état adulte tout 
juste la naissance (McEvoy and Madson, 1980a et b; Komatsu et al, 1997). 
Chez l 
Toutes les études immunohistochimiques s'accordent sur le fait que l'insuline, 
le glucagon et la somatostatine sont présents à la l Oème semaine de développement. 
Cependant, il y a une controverse quant à l'apparition chronologique des trois 
hormones avant cette semaine. Certains auteurs suggèrent que l'insuline et la 
somatostatine sont les premières hormones exprimées (8ème semaine) suivies du 
glucagon (12 ème semaine) et enfin plus tardivement du polypeptide pancréatique 
(19ème semaine) (Stefan et al. 1983). D'autres suggèrent au contraire que la 
somatostatine et le polypeptide pancréatique seraient présents dès la 7 ème semaine 
de développement suivis du glucagon (8ème semaine) et enfin de l'insuline (9 ème 
semaine) (Bocian-Sobkowska et al. 1997). Dans tous les cas, l'expression de la 
somatostatine est très élevée due à une très grande densité de cellules delta par 
rapport aux autres types cellulaires. C'est seulement à la naissance que la densité des 
autres cellules augmente et donc proportionnellement la densité des cellules delta 
diminue (Clark and Grant, 1983; Stefan et al. 1983, Rahier et al., 1980; Bocian-
Sobkowska et 1997). 
Même si l'ordre chronologique d'apparition cellules pancréatiques 
développement diffère chez espèces, cela n'empêche pas que 
les étapes du développement des 
en exemple mais est 
chez le rat sur une échelle de temps plus courte 
naissance). Ainsi, le développement des îlots 
en grandes étapes (Fig. semaines 9 et 
une seule hormone dans la 
1 ème jour post-cortum jusqu'à la 
Langerhans est actuellement divisé 
: Apparition de cellules uniques 
canaux 
pancréatiques. 2) semaines 11 à 15 : Formation d'amas de 4 à 8 cellules appelés 
« clusters » tout près de la paroi des canaux. Les cellules commencent à migrer hors 
des canaux et colonisent le parenchyme. 3) semaines 16 à 29: Les premiers îlots dits 
« zonulaires » sont présents dans le parenchyme. Leur composition est assez 
homogène, les cellules bêta sont centrales et en périphérie on retrouve les cellules 
alpha. Les cellules delta et PP sont encore rares au sein de l'îlot mais sont présentes 
sous forme de clusters. 4) 30 semaines à la naissance: les îlots acquièrent leur forme 
mature même si la densité des cellules qui les composent peut changer en période 
périnatale (Bocian-Sobkowska et al. 1997; Polak et al., 2000; Fowden and Hill, 
2001). 
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Figure 4 : Les étapes du développement de l'îlot de Langerhans humain. A. Coupe de 
pancréas d'embryon humain composé majoritairement de petites structures canalaires 
(fléchées) à proximité de l'intestin primitif (IP). B. 9ème semaine de gestation: des cellules 
isolées sécrétant une hormone (fléchées) sont présentes dans la paroi épithéliale des canaux 
primitifs. C. l Oème semaine de gestation : Les cellules endocrines se regroupent au sein de 
clusters (fléchés) proches des canaux. D. 21 ème semaine de gestation : formation des îlots 
définitifs (fléchés). Tiré de Peters Jet al., 2000. 
12. 
P:rindpes d'endocrinologie 
L'endocrinologie est l'étude des hormones, de récepteurs et des voies 
empruntent. 
messager chimique qui est sécrétée dans le sang ou dans les fluides extracellulaires et 
qm va affecter le fonctionnement d'une ou de plusieurs cellule(s) cible(s). Une 
cellule cible ne peut répondre à l'hormone que si elle exprime un récepteur 
fonctionnel pour cette hormone. Dépendamment de la distance qui sépare la cellule 
sécrétrice de la cellule cible, l'effet hormonal est soit autocrine, soit paracrine soit 
endocrine. L'action d'une hormone qui agit sur la cellule qui la produit et la sécrète 
est dite autocrine. Une hormone qui agit localement dans le fluide extracellulaire sur 
une cellule voisine médie un effet dit paracrine. Une hormone qui agit par 
l'intermédiaire du sang à distance de la cellule sécrétrice agit de façon endocrine 
·(Figure ci-dessous). 
L'îlot de Langerhans est une structure endocrine parce qu'il sécrète des 
hormones agissent sur des récepteurs spécifiques et médient à la fois des actions 
autocrines, paracrines et endocrines. Le paragraphe suivant va décrire l'îlot de 
Langerhans de bien comprendre comment ces 
trois types d'actions. 
C'est en 1869 qu'un jeune étudiant allemand en médecine du nom de Paul 
a observé une structure et répétitive sur coupes pancréas 
humain qu'il a appelé «îlot». Étant le premier à avoir décrit cette structure vitale 
pour l'organisme (Langerhans, 1937), l'appellation de l'îlot pancréatique est depuis 
toujours accompagnée du nom de Langerhans (Fig.SA). 
Les îlots pancréatiques matures chez l'adulte sont composés d'une population 
hétérogène d'au moins quatre types cellulaires chacun responsable de la synthèse et 
de la sécrétion d'une hormone (Fig. 5B). Les cellules bêta(~ ou B) représentent 65-
90 % du volume de l'îlot et produisent l'insuline. Elles occupent le centre de l'îlot. 
Les cellules alpha (a ou A2) qui produisent le glucagon occupent une position 
souvent périphérique. Les cellules delta (ù ou Al) qui synthétisent la somatostatine 
sont souvent présentes en périphérie de l'îlot mais parfois aussi regroupées au centre 
de l'îlot. Elles représentent 3 à 10 % du volume de l'îlot. Enfin les cellules PP (ou F) 
qui produisent 1e polypeptide pancréatique occupent à peine 1 % de l'îlot. L'îlot de 
Langerhans est également innervé par des fibres nerveuses qui produisent le peptide 
vasoactif intestinal (VIP), la cholécystokinine (CCK), 1 'enképhaline et substance P 
(Larsson LI, 1979). 
Les îlots de Langerhans sont disséminés le exocnne 
séparés les uns des autres anatomiquement Pourtant ils forment la composante 
endocrine pancréas vitale pour l'organisme. Afin bien comprendre comment les 
,,.,n·rin-·rH>(;C pancréatiques peuvent médier leurs effets paracrines et endocrines, il est 
Figure 5. L'îlot de Langerhans. A. Paul Langerhans (1847-1888). En 1869, il fut le 
premier à caractériser les îlots dans le pancréas comme étant des structures arrondies et 
répétitives B. Immunofluorescence indirecte sur coupes sériées de pancréas humain adulte 
sain. L'îlot de Langerhans comporte au moins 4 types cellulaires différents synthétisant et 
sécrétant chacun une hormone. L'insuline par les cellules bêta (verte), le glucagon par les 
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et veineux lui permettant de jouer son rôle au mveau toutes les cellules de 
l'organisme. et 1993, ont très bien démontré et illustré l'architecture réseau 
artériel et veineux de de Langerhans (Fig. 6A-B). Chaque îlot est d'une à 
artérioles afférentes qui le centre de et manteau périphérique 
pour l'apport des nutriments et des facteurs hormonaux, et de deux veines efférentes 
qui véhiculent la sécrétion endocrine vers toutes les cellules de l'organisme via la 
circulation générale (J ansson and Carlsson, 2002). 
Le nombre de cellules qui compose l'îlot de Langerhans varie de 200 cellules 
pour le plus petit îlot jusqu'à 2000 cellules pour le plus gros leur conférant des tailles 
de 40 µmet 600 µm respectivement. Par contre, le nombre d'îlots dans un pancréas 
varie considérablement d'une espèce à l'autre. En effet, le pancréas de rat contient 
environ 1500 îlots, celui de la souris environ 800 et celui de l'humain en décompte 
près de 2 millions. Finalement, chez la truite le pancréas contient deux îlots appelés 
corps de Brockman (Ehrman et al., 2004). 
2-3 L'insuline 
2-3-1 Découverte 
La cellule bêta de Langerhans de mammifère représente un aspect 
puisqu'elle est la seule à est à ce 
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Figure 6 : Vascufarisafüm. intrinsèque de Pilot de Langerhans. A. Chaque îlot est drainé 
par au moins 3 artérioles qui se ramifient autour d'un réseau de capillaires fenêstrés dans 
lequel les hormones pancréatiques sont sécrétées. Les hormones sont exportées de l'îlot via 
un réseau veineux vers la veine porte pour ensuite rejoindre la circulation générale. Tiré de 
B. Young et JW Heath dans Weather's functionnal hitology, 2000. Edition Churchill 
Livingstone. B. Schématisation de l'architecture sanguine de l'îlot de Langerha...ns décrite en 
A. (Art): artériole afférente; (V) :Veinules; (IAA): Anastomose îlot-acinaire. Les cellules 
A, D et F situées dans le manteau (mantle) sécrètent le glucagon, la SS et le PP 









mtnnsèque d'un îlot 
vont 
donc décrire l'hormone insuline, ses rôles dans l'organisme et ses modes d'action. 
découverte 
XXème siècle. En 1 1, Frederick Grant Banting, jeune chirurgien de 26 ans 
persuade James John Richard MacLeod, chercheur à l'Université au 
Canada, de lui fournir des locaux et des chiens afin de lui permettre de purifier la 
sécrétion des îlots de Langerhans avec l'aide d'un ami chimiste, James Bartram 
Collip. MacLeod fait mieux, il leur propose aussi un assistant de recherche en 
physiologie, Charles Herbert Best. En mai 1921, les premiers essais sont concluants 
et l'extrait isolé est suffisamment pur pour l'injecter à une clüenne rendue diabétique 
qui survivra à la maladie. Les extraits encore plus purifiés sont injectés chez un 
patient gravement malade, Leonard Thomson, qui survivra lui aussi. Les résultats sont 
rapidement publiés (Banting et al., 1922; Banting and Best, 1922). En 1923, Banting 
et MacLeod reçoivent le Prix Nobel de médecine et le partagent respectivement avec 
Collip et Best (Fig. 7 A). 
2-3-2 L 'homume 
L'insuline est une hormone peptidique hydrosoluble, de file de la famille 
facteurs de croissance homologues à les IGF (fasulin-like 
Factor) ou somatomédines. L'ARN messager de l'insuline est en 
préproinsuline. Le clivage du peptide signal lors de la translocation dans le réticulum 
endoplasmique donn.e pro insuline 
.,.,uuu''""'" et une châme carboxyterminale liées entre elles par le peptide C 
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Figure 7 : L'insuline. A. Banting et Best ont reçu le Prix Nobel de médecine en 1923 pour 
avoir découvert et purifié l'hormone insuline. Ils ont partagé leur récompense avec Mac 
Leod et Collip respectivement. B. Dans le réticulum endoplasmique, la proinsuline est 
clivée par des endopeptidases spécifiques qui libèrent en quantité équimolaire le peptide C 
et l'insuline emmaganisés ensuite dans des granules sécrétoires C. Structure de l'insuline 
bicaténaire. Une chaîne A de 21 acides aminés liée par deux ponts disulfure avec une 
chaîne B 30 acides aminés. L'homologie de séquence est très conservée entre les 
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des endopeptidases spécifiques, les furines. L'insuline et le peptide C ainsi 
!ormt:;s sont emmagasinés dans des granules sécrétoires issus de l'appareil de Golgi 
sous forme d'hexamères en présence d'ions zinc et dans un milieu acide. L'insuline 
mature est donc un de 51 acides &'11inés un poids de 5808 
Da, la chaîne A de 21 acides aminés possède un pont disulfure intra caténaire (A6-
A11), la chaîne B de 30 acides aminés est reliée à la chaîne A par deux ponts 
disulfure (A7-B7 et A20-Bl9) (Fig. 7C). 
2-3-3 Mécanismes de sécrétion de l'insuline 
L'insuline est sécrétée suite à une augmentation du taux de glucose dans le 
sang. La cellule bêta possède des protéines sensibles au glucose, les transporteurs 
GLUT-2 qui permettent la diffusion facilitée du glucose à l'intérieur de la cellule. Le 
métabolisme du glucose dans le cycle des citrates entraîne une augmentation du 
rapport ATP/.t\DP fermant de ce fait les canaux K-ATP dépendant présents sur la 
membrane plasmique. Ceci engendre une dépolarisation membranaire activant à son 
tour les canaux calciques voltage-dépendants responsables d'un influx de calcium 
dans le cytoplasme. Cette augmentation calcique intra cytoplasmique provoque 
l'exocytose des granules sécrétoires (Soria et al., 2000; Kulkami, 2002) 8). 
L'insuline et peptide C sont alors libérés en quantité équimoléculaire dans les 
capillaires de 1 'îlot puis sont véhiculés par la veine pancréatico-duodénale 
directement dans le ce niveau, 50% de l'insuline est dégradé et le reste est 
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FigMre 8 : I\1éca:o.isme de sécrétion de l'insuline. L'hyperglycémie stimule la 
translocation du glucose dans la cellule par un transporteur du glucose (GLUT 2). Le 
métabolisme du glucose qui commence par l'action de la glucokinase (GK) augmente le 
rapport ATP/ADP de la cellule bloquant ainsi la sous-unité ATP dépendante du canal 
potassium (KATP) menant à une dépolarisation membranaire. Il y a alors activation d'un 
canal calcique voltage dépendant (CCVD) par lequel les ions calcium vont entrer dans la 
cellule menant à l'exocytose des granules matures contenant l'insuline. Le gène de 
l'insuline est transcrit en une préproinsuline qui perd son peptide signal dans le réticulum 
endoplasmique puis la proinsuline ainsi formée subit une maturation dans le corps de Golgi 
et est stockée dans des granules de sécrétion. L'insuline en se fixant à son récepteur stimule 
ce phénomène en activant l'enzyme 
membrane. 
et en favorisant la translocation des GLUT-2 à la 
Glue 
Sang Translocation de 
GLUT2 
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J",<:uu""'""· L'insuline mature est emmagasinée sous forme d'hexamères dans les 
granules de sécrétion en raison du pH acide de ces derniers, mais elle est libérée sous 
forme monomérique dans sang. Elle rapidement dans les cellules et sa 
plasmatique est de 4 minutes. Il existe une sécrétion basale d'insuline, 
mesurée nuit, estimée à 1.3 ± mUL1h. Sur 24 heures, la sécrétion totale 
d'insuline chez un sujet ayant une alimentation équilibrée en glucides est de 60 ± 15 
UL (Reaven et al., 1993; Chevenne et al., 1999). 
2-3-4 Les récepteurs de l'insuline et leurs voies de signalisatimi 
Même si la séquence primaire de l'insuline varie de un à plusieurs acides 
aminés d'une espèce à l'autre, l'homologie de séquence reste hautement conservée 
dans le règne animal aussi bien chez les vertébrés que chez les invertébrés (Murray-
Rust et al., 1992) surtout au niveau de certains segments de la molécule essentiels à sa 
structure tertiaire dont ceux incluant les ponts disulfures. Ainsi, la structure 
tridimensior..nelle de l'insuline est très similaire d'une espèce à l'autre. L'insuline 
d'un est alors biologiquement active chez les autres espèces. 
L'insuline joue un rôle majeur dans le métabolisme glucidique et 
puisqu'elle contrôle la mise en réserve et l'utilisation sucres et des acides gras, 
jouant ainsi son rôle vital d'hormone hypoglycémiante. Elle joue également un rôle 
sur le métabolisme protéique, crmssance, 
Ces effets ne peuvent avoir 
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développement et la mort cellulaire. 
si l'insuline sécrétée par cellule 
et le sang va se à un 
membranaire présent sur une cellule appropriée. 
a) Les récepteurs de l'insuline 
Les récepteurs l'insuline appartiennent à sous-famille des récepteurs 
tyrosine kinase incluant les récepteurs de l'IGF-1 et de l'IGF-2 ainsi que le récepteur 
IRR (insulin receptor-related receptor). Les caractéristiques structurales et 
fonctionnelles ont été exhaustivement détaillées par Perz and Torlinska, 2001. 
Brièvement, les récepteurs de l'insuline sont des glycoprotéines membranaires 
hétérodimériques composées de deux monomères ( ap) agissant comme des enzymes 
allostériques (1 sous-unités a régulatrice et une sous-unités p catalytique liées entre 
elles par des ponts disulfures) (Fig 9A). A l'état de repos, les sous-unités a 
maintiennent le récepteur dans une configuration qui le rend inactif. Ainsi, les sous-
unités p à l'état inactif maintiennent un domaine régulateur à activité tyrosine kinase 
replié sur lui-même qui bloque la liaison de l 'ATP. Une seule molécule d'insuline est 
nécessaire pour l'activation du récepteur. La liaison de l'insuline sur une des sous-
u..nités a extracellulaires permet le rapprochement des deux monomères (ap). Ce 
changement confonnationnel permet le déploiement de la boucle d'activation qui 
expose son site liaison l'ATP et le domaine intra cytoplasmique à activité 
tyrosine kinase de sous-unité p ainsi que la transphosphorylation de 3 résidus 
tyrosines 162, Tyrnss et Tyr1163) de chacune des deux sous-unités p. Le récepteur 
ams1 autophosphorylé va à son tour 
responsables de la du 
des protéines substrats 
insulinique (Kido 
Figure 9 : Modes d'action de l'insuline. A. Le récepteur tyrosine kinase de l'insuline est 
un hétérodimère composé de 2 sous-unités ~ et de deux sous unités a. Les sous unités a 
sont extracellulaires et comportent le domaine de liaison à l'insuline. Les sous-unité p 
intracellulaires contiennent des domaines à activité tyrosine kinase qui permettent 
l'activation du récepteur par transphosphorylation. B. Les deux vmes principales par 
lesquelles l'insuline transduit ses effets biologiques sont la voie PI3Kinase qui médie 
essentiellement les effets métaboliques de l'insuline alors que la voie MAPKinase médie 



















ces les un 
dé dans la transduction signal de l'insuline parce qu'elles possèdent un motif 
consensus de type Y-X-X-M phosphorylable par le récepteur tyrosine kinase. Ces 
sur des résidus tyrosines augmentent l'affinité de chacun des 
d'autres molécules signalétiques spécifiques et al.,2001; 
200 l ). Il peut alors se former une variété de complexes protéiques à 1' origine de la 
diversité du signal insulinique. Ceci explique raison pour laquelle 1 'insuline est 
appelée hormone plél'otropique. 
Les deux voies principales de signalisation qu'emprunte l'insuline suite à 
1' activation des récepteurs tyrosine kinase et des IRS sont la voie de la phosphatidyl-
inisitol 3 (PI-3) kinase impliquée principalement dans le contrôle des effets 
métaboliques et la voie des Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) impliquée 
dans la croissance, la différentiation et l'expression de gènes (Fig 9B). La troisième 
voie plus méconnue implique le couplage du récepteur tyrosine kinase de l'insuline 
avec une protéine G menant elle aussi à des effets physiologiques. 
b) La voie de la PI-3 kinase 
L'insuline (premier messager) lie donc son récepteur qui s'autophosphoryle 
et phosphoryle à son tour des IRS. Les dorn::ünes phosphorylés sur tyrosine IRS 
servent alors de sites d'arrimage pour les ~cines Src homology 2 (SH2) portés par 
d'autres protéines (Saltiel and Kahn, 2001 ). elles, phosphatidyl-inisitol 3 
(PB) kinase ou PI-3K composée d'une sous-unité catalytique pl 10 et d'une sous-
régulatrice/adaptatrice p85 qui deux domaines SH2. Il existe des 
déterminé. PI-3K est ane enzyme à deux fonctions. D'une part, 
une kinase qui va phosphoryler des phospholipides membranaires et~·~·~~ .. 
seconds messagers lipidiques comme le phosphatidylinositol 
phosphates (Ph,.;-P2) et des 
(Franke et al., 1997) qui créent des sites de reconnaissance pour les domaines PH 
(pleckstrin homology) situés sur d'autres kinases dont les protéines kinases PDKl (3-
phosphoinositide-dependent protein kinase 1) et Akt qui transloquent alors du 
cytoplasme à la membrane plasmique (Corvera and Czech, 1998). D'autre part, la PI-
3K est une sérine/thréonine kinase, elle peut donc directement phosphoryler et activer 
Akt (aussi connu sous le nom de protéine kinase B). PDKl activée peut également 
phosphoryler et activer Akt lorsqu'elle est à la membrane. Dans tous les cas, 
A .kt/PKB activée va à son tour phosphoryler d'autres messagers moléculaires 
cytoplasmiques impliqués dans les nombreux effets métaboliques de l'hormone 
(Saltiel and Pessin, 2002; Kirwan and del Aguila, 2003). 
* Transport du glucose 
L'insuline facilite l'entrée du glucose dans les muscles et les adipocytes qui 
l'utilisent comme substrat primaire pour la synthèse du glycogène musculaire et du 
glycérol respectivement. seul mécanisme par cellules peuvent absorber 
glucose la capacité de l'insuline à augmenter rapidement transport 
du glucose depuis le compartiment sanguin jusqu'au cytoplasme cellulaire. 
translocation transporteurs 
Il 
isoformes GLUT répartis en deux classes, selon dépendance apport 
plusieurs 
permettent une 
pour fonctionner. adipocytes et les muscles 
1 et GLUT-4 
sont 
retenus dans la cellule au sein de vésicules intracellulaires spécifiques appelées 
(1)4 Storage Vesicles (GSV). Lorsque le taux d'insuline plasmatique augmente, les 
récepteurs de l'insuline sont activés et par un mécanisme impliquant une voie dépendante 
de la PI3 Kinase, la mobilisation du réseau des micro filaments d'actine et le complexe de 
reconnaissance vésicules/membranes cible de type v-SNARE/t-SNARE (vesicle and 
target Soluble NSF attachement protein receptor), les vésicules fusionnent à la membrane 
plasmique et exposent les transporteurs qui capturent le glucose et le font pénétrer dans la 
cellule (Holman and Kasuga, 1997; Ducluzeau et al, 2002). Ils sont ensuite internalisés 
lorsque la concentration d'insuline plasmatique diminue. Deux exceptions cependant, le 
foie et le cerveau ne requièrent pas un mécanisme insulinodépendant pour capter le 
glucose. L'insuline contribue à la translocation du transporteur du glucose GLUT-4 via 
l'activation de l'isoforme atypique de la protéine kinase C (PKCÇ,). Ces mécanismes 
proposés à partir d'études effectuées sur des adipocytes de rats (Standaert et 1997) 
sont également retrouvés les cellules musculaires humaines (Kim et al, 1999). 
L'insuline agit sur les voies métaboliques des glucides, lipides et protéines 
en réserve de l'énergie. sur 
tissu et le L'insuline stimule l'accumulation 
muscles et le foie par une action coordonnée augmente à la 
glycogène dans les 
l'absorption 
glucose (dans le foie cette absorption est non insulino-dépendante) et la synthèse du 
glycogène en stimulant la translocation du transporteur au glucose et en stimulant la 
synthèse de novo de l'enzyme glycogène synthase respectivement. EHe stimule aussi 
l'induction de l'hexokinase et de la pyrnvate kinase qui sont les enzymes limitantes 
de la glycolyse. Par contre, elle inhibe les enzymes limitantes de la synthèse de novo 
du glucose, la gluconéogenèse, dont la glucose-6- phosphatase et la 
phosphoénolpyruvate carboxykinase. Il a été démontré que la PKB (Akt) activée 
phosphoryle et inactive la glycogène synthase 3 kinase (GSK3), diminuant de ce fait 
le taux de phosphorylation de la glycogène synthase (Cross Da et al. 1995). Dans ce 
cas particulier, c'est l'état de déphosphorylation qui augmente l'activité de l'enzyme 
essentielle à la glycogénogenèse. Dans une étude effectuée sur une lignée 
d'adipocyte, la stimulation la synthèse de glycogène implique la PB Kinase 
(Shepherd et al., 1995). 
Le contrôle négatif l'expression génique par l'insuline .. ,.,,.."' voie PB 
Kinase. n a été démontré que les facteurs de trar1scription de famille forkhead 
(FKRH) jouaient un rôle dans l'homéostasie glucidique des hépatocytes. En 
par PF..B/ Akt, FKHR est retenu dans le 
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et 
de ses gènes cibles dont les plus importants sont la 
phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) (Yeagley et al., 2001) et la glucose-6 
phosphatase et al., 1997). 
en la 
des protéines par l'activation de la protéine kinase mTOR (mamrnalian target of 
rapamycin) membre de la famille de la PI-3K, via PKB/Akt. mTOR agit en tant que 
sérine kinase plutôt que lipide kinase et agit directement sur la machinerie 
traductionnelle en activant p70rsk (p70 ribosomal S6 kinase) et eIF-4E (initiation factor 
4E for eucaryotic translation) (Lawrence and Abraham, 1997). 
* Métabolisme lipidique 
Les effets de l'insuline sur le métabolisme des lipides sont nombreux. Les 
plus importants impliquent la lipogénèse (biosynthèse des acides gras) dans le foie et 
les adipocytes. Les triglycérides alimentaires sont dégradés dans la lumière du tube 
intestinal, ce qui leur permet de franchir la muqueuse intestinale. Ils sont ensuite re-
synthétisés dans la paroi du grêle en triglycérides, puis par voie lymphatique 
rejoignent la circulation générale. Les adipocytes synthétisent alors des triglycérides à 
des acides gras captés dans sang et glycérol captation 
glucose. L'insuline favorise ces transformations d'une en stimulant l'enzyme 
li mi tante 1 'entrée des graisses dans tissus périphériques, la lipase 
des capillaires et en inhibant l'enzyme triglycéride lipase responsable de la lipolyse. 
&ten:ese hépatique se produit lorsque le foie est saturé en glycogène (5% de sa 
vme 
,,.,_,_,.,..,,..,.,par l'insuline. Les acides gras ainsi formés sont exportés sous forme de 
lipoprotéines dans circulation générale et utilisés pour lipogénèse des adipocytes. 
voie A1AP Kinase 
La voie MAPKinase est activée par la liaison de la protéine-2 de liaison du 
récepteur au facteur de croissance Grb2 (Growth factor receptor binding protein 2) 
aux tyrosines phosphorylées de l 'IRS via leur domaine SH2. Grb2 est prélié à mSOS 
(marnrnalian Son of Sevenless) qui échange du GDP pour du GTP sur la protéine Ras. 
Ras lié à la membrane plasmique devient ainsi activé et se lie au domaine N-terminal 
de la protéine Raf permettant son recrutement à la membrane. L'interaction Ras/raf 
permet la phosphorylation de Raf par des sérine/thréonine kinases. La transmission 
du signal est ensuite transmise par phosphorylation séquentielle de kinases. Raf active 
MEK-1 par la phosphorylation sur deux résidus sérines. A son tour MEK-1 
phophoryle deux isoformes MAPK. ERKl et ERK2 (Extracellular signal-regulated 
kinase l and 2) sur des résidus sérines et thréonines. ERKl/2 activés vont médier le 
signal insulinique en phosphorylant des facteurs de transcription impliqués dans la 
croissance cellulaire et/ou l'induction de gènes. En effet, ERKl/2 activés transloquent 
au noyau où ils vont phosphoryler des facteurs de transcription à 
processus transcriptiormel menant à prolifération cellulaire et différentiation 
(Boulton et 1991 ). 
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rnettant G 
Une autre voie empruntée par l'insuline implique la mobilisation de protéines 
G co:nnues maintenant capables de médier 
message insulinique récepteur tyrosine 1'.U'"-""""· Ceci met en 
évidence de adénylate cyclase (AC) et du second messager 
intracellulaire 1' AMPc dans la transduction du message insulinique. Quelques études 
réalisées au cours des années 1970 ont démontré un effet inhibiteur et activateur de 
1' insuline sur l'activité de l' AC et sur les taux intracellulaires d' AMPc. Pertseva et al. 
ont exhaustivement détaillé l'historique de ces études depuis l'année 1967 jusqu'à nos 
jours (Pertseva et al., 2003). 
D'un point de vue moléculaire, la présence d'un motif consensus de type 
BBXXB présent sur la troisième boucle intracellulaire des récepteurs à sept domaines 
transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG) joue un rôle majeur dans 
l'interaction du récepteur avec les protéines Gs et Gi/o. Ce motif est également 
présent dans la partie C-terminale de la sous-unité p intra cytoplasmique du récepteur 
à tyrosine kinase (Okamoto et 1991; Pertseva et aL, 2003). Plusieurs études ont 
démontré une interaction directe entre récepteur tyrosine kinase et la Gs 
(Pertseva et al, 1995), ou la protéine Gi/o (O'Brien et al., 1987; Luft, 1997; Sanchez-
Margalet et 1999; Kreuzer et 2004) ou les deux (Sun et al, 1993 ). 
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* 
Des études effectuées sur la lignée NIH 3T3 et aussi à partir de cultures 
vu:''"'"" de poulet ont démontré l'implication du couplage RTK 
avec Gs (Pertseva et 2003). Il a été suggéré que cet sur 
cr01ssance de ces pouvait interagir avec la voie classique des MA.PK 
(Gutkind, 1998). 
* Effet anti-apoptotique 
L'effet anti-apoptotique de l'insuline peut être médié par la voie dépendante 
de l' AMPc dans des cellules de la moelle osseuse (Berridge et al., 1993 ). D'autres 
études ont aussi démontré l'implication de la PK.A dans l'effet anti-apoptotique de 
l'IGF-1 sur des cellules HEK 293 (Lizcano et al., 2000). Les mécanismes de 
régulation de cette voie potentielle restent à être définis. 
* Effet anti-lipolyiique 
L'activation d'une protéine Gi résulte en une diminution des mveaux 
d' AMPc intracellulaires. Des études ont montré que lors du phénomène de résistance 
à l'insuline, la capacité de l'honnone à promouvoir une action anti-lipolytique AMPc 
dépendante était,.,,,,,.,,.,,,,,. Il a suggéré que ceci à perte de transduction 




dans processus de l'agrégation en diminuant les niveaux 
d' A1v1Pc intracellulaires via l'activation protéine Gi interagissant directement 
avec 1 (F erreira et 2004). 
Il est évident que nombreuses questions persistent quant à la régulation 
ces voies. Cependant ce modèle nous permet d'envisager les effets 
l'expression du gène de la somatostatine. 
l'insuline sur 
2-3-5 Rôle de ! 'insuline sur la sécrétion de la somatostatine pancréatique 
L'effet de l'insuline sur la sécrétion de somatostatine pancréatique demeure 
controversé car trop peu d'études ont été effectuées à ce jour pour tenter d'éclaircir 
cette contradiction. En effet, l'insuline induit la sécrétion de SS-25 des corps de 
Broclcmann chez la truite arc-en ciel, et cet effet est modulé par la concentration de 
glucose (Eilertson et al., 1995). D'autres études effectuées chez les mammifères ont 
montré que l'insuline stimulait la sécrétion de SS à partir d'un pancréas perfusé chez 
le poulet (Honey and Weir, 1979). 
D'autres études au contraire, ont démontré un effet inhibiteur de 
la sécrétion de SS pancréatique chez le chien normal et diabétique et que cet effet 
indépendant du glucose (Ribes et al., 1988). L'administration d'insuline exogène 
inhibe la sécrétion SS par le glucose sur des pancréas isolés de rats 
et 1981). La année, et ont démontré sécrétions 
et gastrique induites une injection 
sur une 
à une injection intraveineuse d'insuline. Aussi, sur une période de 48h, l'insuline 
dans culture d'îlots purifiés de rats la de 
1985). 
L'insuline peut aussi n'avoir aucun sur la sécrétion de somatostatine 
d'îlots pancréatiques de rats en culture puisque l'immunosuppression de l'insuline ne 
montre aucun changement de sécrétion quelle que soit la concentration de glucose 
présente dans le milieu (Murakami et al., 1982), ni sur la sécrétion de SS de pancréas 
perfusé chez le chien (Patton et al., 1977) ni à partir d'une culture primaire de cellules 
de pancréas de rats nouveau-nés (Patel et al., 1979). Ainsi, l'effet paracrine de 
l'insuline sur la sécrétion de somatostatine pancréatique reste à ce jour encore très 
controversé et les mécanismes impliqués inconnus. 
2-4 La somatostatine 
somatostatine ou SRIF (Somatotrope Release Inhibitory Factor) ou SS-14 est un 
tétradecapeptide cyclique isolé pour la première fois à partir d'extraits 
hypothalamiques et caractérisé comme un puissant inhibiteur de la libération 
l'hormone de croissance GH (Growth Hormone) par des cellules hypophysaires en 
et 1973). famille la SS s'est agrandie 
28 acides aminés à partir d'extraits et de cerveau possédait dans sa 
strnc:ture exacte SS- et 
et 1980). 
Plus récemment, un troisième peptide contenant dans sa 11 
acides aminés 14 présents dans celle de SS-14 a été découvert dans le cerveau 
de rat et d'humain et appelé Cortistatine (de Lecea et al., 1996). ce JOur, son 
expression demeure restreinte au SNC (de Lecea et al., 1997). 
2-4-1 Distribution 
Les cellules qui produisent la somatostatine ont une distribution assez générale 
dans l'organisme. Il y a les neurones et les fibres nerveuses qui possèdent de longs 
prolongements cellulaires (Finley et al., 1981) et les cellules sécrétoires (D, 8 ou Al) 
qui possèdent également des prolongements cellulaires indispensables à leur fonction 
(Larsson et al., 1979). Les cellules productrices de SS sont retrouvées en grande 
quantité dans le SNC et SNP, excepté le cervelet (Johansson et al., 1984; Finley et 
al., 1981 ), dans la th:yroïde (Reichlin, 1983 ), les reins, la prostate, le placenta, le 
thymus (Fuller et al., 1989), le système lymphatique (Aguila et al., 1991), l'intestin 
et pancréas endocrine. Dans le tractus gastro-intestinal, les deux types cellulaires 
neuronal et sécrétoire sont présents. Les cellules sécrétoires sont visibles da.ris la 
et al., 1 alors que les neurones 
et fibres nerveuses sont présents dans sous-muqueuse et le plexus myentérique de 
rat et 1981). Dans pai-icréas, la SS a mise en évidence par 
immunofluorescence les cellules D plusieurs espèces (Dubois, 1975; King 
Trent and 1981). 
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de SS-14 prédomine autant chez le rat 1981; Vinik 
et 1981; Patel et 1981) que chez l'humain (Penman et 1983; Keast et aL, 
La SS-28 est dans les de 
Pentide <Francis et , ' 
contre, SS-28 ne représente que 20 % de la SS du cerveau. Chez le rat, 
l'immunoréactivité de la SS totale a été estimée et suite à cette étude, l'intestin 
contiendrait 65 % de SS, le cerveau 25 %, le pancréas 5 % et les 5 % restants seraient 
att1ibués aux autres organes produisant le peptide (Patel and Reichlin, 1978). 
2-4-2 Gène et produits du gène de la somatostatine 
La SS-14 et SS-28 sont toutes les deux codées par un même gène chez 
l'humain (Shen and Rutter, 1984) présent sur le bras long du chromosome 3 et chez le 
rat (Montminy et al., 1984). Chez les téléostéens dont les plus étudiés sont la truite 
Arc-en-ciel et le saumon, SS-14 et SS-25 sont codées par deux gènes différents, l'un 
générant la préprosomatostatine I (PPSI) identique à celle des mammifères et à 
l'origine de la SS-14, et l'autre générant la préprosomatostatine II (PPSH) à l'origine 
d'une SS-25, homologue pour 50 % à la SS-28 des mammifères (Su et al., 1988; 
Conlon et al., 1997; Moore et 1999) (Fig 1 
Chez les mammifères, la SS-14 une structure intrinsèaue de la SS-28. ' , 
l'hypothèse la SS-28 soit un précurseur de SS-14 a été confirmée par plusieurs 
auteurs. traduction messager la SS est une 
la prosomatostatine et un peptide 
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Figure 10: Gène et produits du gène de la somatostatine. A. L'unité transcriptionnelle 
du gène de la SS est composée de deux exons de 238 pb et 367 pb séparés par un intron de 
621 pb. La région régulatrice en 5' du site d'initiation de la transcription contient des 
éléments régulateurs de la transactivation du gène. Parmi les plus importants, une boîte 
TATA, un élément de réponse à l'AMPc (CRE) et deux éléments tissu- spécifiques (TSE I 
et TSE II). Le promoteur du gène de la somatostatine contient également deux éléments 
proximaux répresseurs de la transcription (SMS-PS). Modifié de Patel YC, 1999. B. Les 
deux formes biologiquement actives de la somatostatine sont le SS-14 et la SS-28, la SS-28 
étant une extension N-terminale de SS-14. structure cyclique en C-terminale de SS 
est indispensable à son activité biologique. Tiré de Patel 1999. 
A 








aminés. ce commun 
de peptides matures à partir d'un précurseur peptidique implique le clivage 
protéolytique sur des d'acides aminés mono et dibasiques ce précurseur 
1 clivage protéolytique sur 
les résidus dibasiques (Lys-1, i\rg -2) et sur un 
SS-14 et SS-28 qui sont actuellement les deux seules formes biologiquement 
actives de la SS (Gluschankof et al., 1984; Brakch et al., 2002). La spécificité 
tissulaire des endoprotéases responsables de ce clivage protéolytique explique la 
distribution tissulaire de la SS-14 et de la SS-28 comme par exemple la prédominance 
d'expression de la SS-14 dans le cerveau (Gluschankof et al., 1984) ou encore de la 
SS-28 dans la muqueuse intestinale (Beinfeld et al., 1989). De plus, des études ont 
démontré un mécanisme de maturation différentielle aboutissant à l'expression de SS-
14 dans les cellules gastriques et pancréatiques chez le rat et le chien (Patel, 1983; 
Chiba et al., 1988). Ainsi la production de SS-14 et SS-28 est à la fois 
quantitativement et qualitativement tissu-spécifique (Brakch et al., 2002). 
2-4-3 Régulation de l'expression de la somatostatùie pancréatique 
date, parce que les études tentant d'identifier et de caractériser les éléments 
cis-régulateurs qui participent au contrôle de 1' expression gène de somatostatine 
ont été effectuées principalement sur des lignées cellulaires dérivant de tumeurs 
pancréatiques endocrines, régulation la somatostatine est connue et 
L'unité du gène somatostatine rat possède 2 
8 et pb séparés par un intron de 1 1 
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: u11e un 
réponse à l 'AMP cyclique ( c.Alv1P response element), deux 
proximaux tissu-spécifiques TSE I et TSE II (Tissue-specific element I and II) et deux 
Même si ces 
sont transactiver 
le plus souvent cependant, c'est une action synergique entre deux éléments c1s-
régulateurs qui est à l'origine d'une expression optimale de la SS aussi bien à l'état 
basal qu'induit. Parmi les facteurs de transcription connus et importants pour 
l'expression du gène de la SS, il y a CREB (CRE binding protein) et Pdx-1. 
* Trans activation du gène de la SS pancréatique via l'élément cis-régulateur 
CRE: 
La cellule répond aux stimuli de l'environnement par des changements 
intracellulaires spécifiques au type d'induction. Les nombreux stimuli impliquent une 
activation des voies mettant en jeu la mobilisation de seconds messagers qui changent 
le taux de transcription des gènes cibles. De nombreux signaux extracellulaires sont 
transmis jusqu'au noyau par des · activent des protéines kinases résultant de 
la phosphorylation de facteurs de transcription vont réguler l'expression de gènes 
(Hunter a.11d Ka.rin, 1992). Parmi ces voies, la voie dépendante de 1 'AJv1Pc con.nue 
transactiver de nombreux gènes dont celui 1a SS. Pour ce faire, gènes 
doivent contenir l'élément réponse à l' Al\1Pc, CRE. 
L' Al"\1Pc 2 sous-unités régulatrices de la protéine kinase (PK.A.' à ), 
deux molécules d' AMPc par Ceci induit un changement 
libère ses 
actives. Elles transloquent au noyau et vont phosphoryler une 
k:Da, protéine liaison à CF..E (CREB) sur son résidu 
cible 
133. 
Phospho-CREB lie alors l'élément cîs-régulateur CRE sur une séquence consensus 
TGACGTCA et 1986; et 1 
recrutement d'une protéine de liaison à CREB appelée CBP (CREB Binding Protein) 
joue le rôle de co-activàteur moléculaire pour la liaison de CREB au complexe de la 
machinerie transcriptionnelle (Kwok et al., 1994). Ceci permet la transactivation du 
gène de la SS et aboutit ainsi à l'expression du messager de l'honnone. 
Paimi les cellules de lignées pancréatiques cancéreuses étudiées, 
certaines ont une expression basale importante de SS dont les cellules RIN-14B et 
les cellules Tu6 . Il a été démontré que cette expression basale de SS ne dépend pas 
toujours del' AMPc. En effet, l'élément CRE ne fonctionne pas toujours en réponse à 
l' Aiv1Pc mais plutôt de façon constitutive aboutissant ainsi à un niveau basal élevé de 
l'expression du gène de la SS. L'habilité de CRE à promouvoir une activité basale 
sans stimulation suggère un mécanisme de transactivation différent à l'état basal et à 
l'état induit. En effet, Leonard et al., 1992 ont démontré que basale 
promoteur du gène de la SS résultait de l'action s:ynergique CREB et d facteur 
de transcription Isl-1 (Karlsson et l 
transactivation ne requiert pas la phosphorylation de CREB sur la sérine 133 par la 
kinase A, puisqu'une 
l'activité du promoteur. Par 
cette sérine en alanine 
même non phosphorylé, CREB est indispensable 
son abolit toute transactivation 
1 ne la sa 
consensus de liaison empêche toute activité promoteur (Leonard et al, 1992). 
Vallejo et al. ont caractérisé l'élément cis reconnu par Isl-1 appelé SMS-UE 
(somatostatin- gene upstream element) dans la lignée pancréatique produisant 
somatostatine 1027 SMS-UE possède deux domaines (-113 à -1 bp en 
amont du site d'initiation) et B (-88 à -96). Le domaine B contient le site consensus 
de liaison à Isl-1, une séquence palindromique CT AA TG adjacente à CRE, 
permettant ainsi l'action synergique de ces deux éléments cis-régulateurs en condition 
basale (Vallejo M et al., 1992a et l 992b ). SMS-UE est reconnu comme un mini-
enhancer spécifique du pancréas. 
* Transactivation du gène de la SS pancréatique via les éléments cis-
régulateurs TSE 1 et TSE II : 
Le facteur de transcription Pdx-1 (Pancreatic Duodenal homeobox-1) aussi 
con..11u sous le nom de STF-l(Somatostatin Transactivating Factor; Leonard et al., 
1993) ou IDX-1 (islet/duodenurn homeobox-1; Miller et al., 1994) ou encore IPF-1 
(insulin promoter factor 1; Ohlsson et al., 1993) est une protéine à homéodornaine 
orpheline car à date aucun récepteur ne a été caractérisé. Elle joue un rôle 
dans développement pancréatique puisqu'elle est exprimée dans les 
cellules endothéliales précurseurs du pancréas exocrine et endocrine. En 
résulte en une absence congénitale pancréas gène STF-1 
(Jonsson et al., 1994). Bien présente dans les deux composantes 
pancréas lors du développement, l'expression de 1 progressivement 
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Dans ces cellules, Pdx-1 joue un rôle dans le maintien de l'expression des gènes 
l'insuline et de la somatostatine respectivement. H a été démontré que Pdx-1 régule 
gène de somatostatine sa liaison sur éléments tissu-
spécifiques TSE I et TSE II à fois et in vitro en tant monomère et 
hétérodimère respectivement (Leonard et al., 1993; Peers et al, 1995). La 
transactivation du gène de la somatostatine requiert la liaison de Pdx-1 avec un co-
facteur appartenant à la famille des protooncogènes Pbx (Dutta et al., 2001). La 
liaison n'est possible uniquement que par la présence d'un motif de 5 acides aminés 
FPWMK conservé chez ces protéines à homéodomaines homologues à la protéine 
extradenticle (EXD) de Drosophila melanogaster. L'hétérodimère ainsi formé aurait 
une spécificité accrue pour TSE II. La transactivation du gène de la SS par ce 
mécanisme est importante lors du développement pancréatique fœtal (Peers et al., 
1995). 
L'élément SMS-UE décrit plus haut est aussi connu comme étant un élément 
bipartite composé d'un domaine UE-A (-113 à -100) et du TSE l (-85 à-99) qui lie 
Pdx-1 comme monomère (Leonard et al., 1993; Miller et al., 1994). L'élément UE-A 
est un élément régulateur consensus du promoteur du gène de la SS qui n'a cependant 
pas de capacité de transactivation intrinsèque. Il a la capacité de potentialiser 
l'activité de transactivation 
hétérodimère formé de Pbx et 
par Pdx-1 (Goudet et 
I 
TSE I contigu 
co-facteur Prep 1 et 
est reconnu par un 
TSE I est lui aussi reconnu 
Cependant cette transactivation du gène de la SS via 
TSE Dru'1S le cas 
au motif (Peers et al., 1995). Dans celui impliquant TSE I c'est 
synergie entre UE-A reconnu par l'hétérodimère Pbx/Prepl et TSE I reconnu 
seul qui va pen:nettre la transactivation optimale gène de la SS (Goudet et 
1999). 
2-4-4 Effets physiologiques de la somatostatine 
Les actions de la somatostatine sont médiées par des récepteurs à 
somatostatine SST à sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G. A ce 
jour, 5 types de SST ont été caractérisés avec deux-sous types SST2a et SST2b. Ils 
sont présents dans de nombreux tissus et l'expression de plusieurs au sein d'une 
même cellule n'est pas rare. La SS-14 et la SS-28 lient avec la même affinité les 
SSTl-4, alors que la SS-28 lie préférentiellement le SST-5 (Patel and Skribant, 
1994). La physiologie des récepteurs SST est exhaustivement détaillée dans la revue 
de Patel, 1999. 
Parce que les deux formes biologiques de la SS (SS-14 et SS-28) peuvent être 
produites par deux types cellulaires distincts, des neurones et des cellules endocrines, 
elles agissent comme neurotransmetteurs et comme régulateurs paracrines et/ou 
autocrines et/ou systémiques respectivement. 
En plus de sa fonction principale de réguler la sécrétion de de 
crmssance, SS agit dans le système nerveux com..'TI.e neuromodulateur 
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locomotrice 1 et cognitives et 
Dans 1e tractus gastro-intestinal, la SS a de nombreuses cellules cibles sur 
lesquelles agit de paracrine. Elle y exerce un effet inhibiteur sur la sécrétion 
exocrine et endocrine pancréatique et sur la motilité intestinale, sur 
l'absorption des nutriments, la vasoconstriction, et enfin sur la prolifération cellulaire 
duodénale et pancréatique. 
Suite à l'ingestion de nutriments, la SS-14 et la SS-28 sont retrouvées dans la 
circulation mais seule la SS-28 agit de façon systémique. En effet, les études de 
Ensinck ont démontré que chez 1 'homme, la SS-28 inhibe en partie la sécrétion 
pancréatique exocrine depuis sa sécrétion par les cellules de la muqueuse intestinale 
(Ensinck et al.,1989). L'infusion de SS-28 exogène mimant un effet post-prandial 
inhibe également la sécrétion des enzymes pancréatiques lipase, trypsine et amylase 
chez l'homme (Hildebrand et al., 1992) mais également la sécrétion endocrine des 
cellules bêta pancréatiques humaines (D'Alessio et al., 1989). 
La SS-14 agit localement de façon paracrine dans l'estomac. Il existe une 
étroite relation anatomique entre les cellules D et les cellules G à gastrine du du 
long prolongement cytoplasmique des cellules suggérant ainsi une 
fonctionnelle entre les deux types cellulaires. Plusieurs études effectuées in vivo et in 
chez le rat ont démontré que SS était capable d'inhiber sécrétion gastrine 
un effet local paracrine directement dans 1' environnement interstitiel des 
et al., 1981; Chiba et al., 1981; Wolfe et al., 1984). De plus, il a 
SS CfOlSSru'lCe cellules 
le rat un mécanisme pouvant impliquer la suppression de libération gastrine 
(Dembinski et al, 1987). 
de la SS a également été mis en évidence in le 
rat dan.s une étude croissance pancréatique par 
caéruléine était inJübée par l'injection du peptide (Morisset, 1984). D'autres études 
ont démontré que cet effet antiprolifératif sur le pancréas était tout aussi efficace sur 
la croissance duodénale chez le rat en utilisant un analogue de la somatostatine. 
(Rivard et al., 1991). Des études plus récentes ont démontré que dans le pancréas 
humain, l'effet antiprolifératif de la SS était médié via le récepteur de la SS de type 2 
(SST-2) (Kikutsuji et al., 2000). 
La somatostatine exerce aussi un effet inhibiteur sur la sécrétion des 
hormones pancréatiques insuline et glucagon. La SS-14 semble être la forme 
physiologique potentielle pour l'inhibition de la sécrétion de glucagon alors que 
l'insuline est inhibée principalement par la SS-28 (Mandarino et al., 1981; D' Alessio 
et al., 1989). L'utilisation d'agonistes et d'antagonistes spécifiques aux différents 
récepteurs de la somatostatine sur des îlots purifiés de souris a permis d'identifier les 
types de récepteurs impliqués dans l'inhibition de la sécrétion des hormones. Ainsi, 
chez les rongeurs, la somatostatine in,i-iibe la glucagon via le SST 2 
le SST5 elle --~·-~~ (Strowski et al., 2000; Cejvan et al., que 
sécrétion (Strowski et 2000; Strowski et al., 2003). Ces études 
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des de la sur 
autres hormones pancréatiques. 
2-5 Pathologie de de Lange:rharrn : le diabète 
Les types diabète 
Le diabète est un syndrome lié à l'existence d'une hyperglycémie soutenue. 
Ainsi selon l'OMS (Organisation Mondiale de la Santé) m1e glycémie plasmatique de 
1 lmmol/L mesurée au hasard dans la journée et une glycémie plasmatique supérieure 
à 7.8 mmol/L chez le sujet à jeun sont les deux critères pour diagnostiquer un diabète. 
Les deux principaux types de diabète sont le diabète de type I ou diabète mellitus 
insulino-dépendant et le diabète de type II ou non - insulino -dépendant. 
*Diabète non-insulino-dépendant 
Ce type de diabète communément appelé diabète de type 2, anciennement 
nommé diabète "gras" ou diabète de la maturité, survient souvent après la quarantaine 
chez des personnes en surpoids. Sa prévalence est élevée, 10%, ce qui représente 
environ 190 millions de personnes dans le monde. Il résulte de l'association de deux 
anomalies interdépendantes : une insulino-résistance, c'est-à-dire une perte de 
sensibilité des cellules cibles de l'organisme à répondre au signal insulinique surtout 
tissu adipeux, le foie et les muscles (Korc, 2003) et une perte de la capacité des 
cellules bêta sécréter l'insuline lors d'une hyperglycémie. 
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sam, en pratiquant un sport et en absorbant à heures régulières une alimentation 
et calorique. 
* Diabète insulino-dépendant : 
Il y a quelques années, on appelait ce diabète : diabète maigre ou diabète 
consomptif On définissait donc ce diabète par son évolution grave (amaigrissement 
massif). Actuellement on préfère une appellation plus neutre : TYPE 1. Environ 5 à 
1 O % des diabétiques souffrent du type insulino-dépendant, il peut apparaître à tout 
âge, mais il se manifeste souvent pendant l'enfance ou au début de l'âge adulte, d'où 
son autre appellation de diabète juvénile (Devendra et al., 2004). Les personnes 
atteintes de ce type de diabète produisent très peu ou ne produisent pas du tout 
d'insuline. En effet, le système immunitaire par un processus auto-immun détruit 
spécifiquement les cellules bêta de l'îlot de Langerhans par un mécanisme qui 
impliquerait les lymphocytes T (Roep et al., 1999). L'auto antigène aurait une 
strncture similaire à celle du virus Coxsackie B (Mandrup-Poulsen, 1998; Redonda 
and Eisenbarth, 2002). 
Jusqu'à présent, il n'a pas été possible de fabriquer une insuline qui serait 
active par voix orale, parce qu'elle est détruite par les sucs digestifs, dans l'estomac en 
particulier. n n'existe donc pas d'insuline en comprimés, la forme injectable est 
seule voie disponible actuellement Il existe un grand nombre d'insuline fabriquée par 
génie génétique. Elles sont classées selon leur durée d'action qui peut aller de 40 
les dites Ultrarapides qui «désucrent le repas» et jusqu'à 
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celles notre étude, nous avons 
biosynthétique humaine lente N--PH (Neutral Protamon Hagedorn) de 
Nordisk. Elle débute son action une 
d'action peut aller jusqu'à 16 heures. 




et sa durée 
Le diabète de type 3 est une maladie systémique autre qm apporte une 
destruction du pancréas. Cette pathologie peut être causée par des pancréatites 
chroniques, certaines réactions défavorables à des médicaments ou à m1 défaut 
familial typique de certains récepteurs responsables de l'efficacité de l'insuline. Il faut 
noter que le diabète de type 3 est beaucoup plus rare. 
Le terme de diabète gestationnel ou GDM (Gestational Diabetes Mellitus) est 
réservé à toute femme enceinte dont l'hyperglycémie se manifeste vers le milieu de la 
grossesse. Il affecte 2 à 5 % des femmes enceintes. Souvent, il disparaît après 
l'accouchement, mais on estime que près de 40 % des femmes développeront un 
diabète non insulino-dépendant. 
2-5-2 1llétabolisme glucidique et lipidique au cours du diabète 
Donc le diabète est dû, des proportions variables, à un déficit ou 
absolu en et à une résistance à l'insuline. Par conséquent, vmes 
métaboliques "'""""·"'"''~"' par sont totalement ou partiellement inactivées et à 
l'inverse les voies réprimées normalement par l'hormone seront activées. Ainsi 
néoglucogenèse d'une 
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et son à aura 
l'accumulation du glucose dans le sang, c'est l'hyperglycémie. La dégradation des 
graisses induites elle aussi par la carence en insuline aura pour conséquence une 
accumulation d'acides gras dans le sang ou hyperlipidémie, puisque 
lipoprotéine lipase sera inactive et que d'autre part, triglycéride sera activée 
menant à une accrue. Ceci résultera aussi en une perte de poids observée au 
cours du diabète de type I. 
2-5-3 Altératù:m de la physiologie pancréatique de la somatostatine au cours 
du diabète 
Malgré les nombreuses études effectuées principalement durant les années 
1970, les résultats concernant les changements métaboliques de la cellule delta 
pancréatique au cours du diabète restent contradictoires. 
Plusieurs études ont démontré que les contenus en SS pancréatique 
augmentaient significativement chez le rat rendu diabétique par la streptozotocine 
(rats-STZ) (Patel and Weir, 1976; Patel et al., 1978; Ma.ldno et al., 1977). Cette 
augmentation est progressive lors développement du diabète. Une étude 
morphométrique effectuée sur des îlots purifiés de rats-STZ a montré une 
augmentation des contenus en SS de 45 %, 230 et 500 % au bout de 2 semaines, 6 
semaines et 6 mois de diabète respectivement (Patel et al, 1978). Cette même étude a 
démontré que les contenus en SS gastrique étaient eux aussi significativement 
augmentés comparativement aux animaux normaux. 
ne montraient aucune 
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contre, les cellules à 
des contenus. Ces 
ont que contenus en 
hypothalamique n'étaient pas altérés au cours du diabète chez le rat-STZ (Makino et 
1977). Ces résultats suggèrent une régulation tissu-spécifique de SS. 
l'expression de la SS dans le pancréas et l'estomac augmente de 2 à 3 chez le rat-
par rapport à celle des animaux ne change pas dans 
l 'hypothalamus, le cortex cérébral et la muqueuse intestinale (Papachristou et al., 
1989). 
Les changements métaboliques de la cellule delta pancréatique chez le sujet 
diabétique impliquent également la régulation du nombre des cellules à 
somatostatine. Des analyses morphométriques effectuées sur des pancréas humains 
diabétiques insulino-dépendant et de rat-STZ (16 mois de diabète) ont démontré une 
augmentation de 2 fois du nombre de cellules delta par pancréas et de 2.5 fois le 
volume des cellules delta comparativement à des pancréas de sujets et de rats non 
diabétiques. Ceci suggère une hy-perplasie et une hypertrophie des cellules delta 
respectivement (Orci et al., 1976). Les mêmes résultats ont été démontrés par 
immun.ohistochimie chez le rat-STZ (Matsushima et al., 1978). 
Les travaux de 
sécrétion basale ou 
perfusés rats 
ont quant à eux démontré une augmentation de la 
par l'arginine de la SS pancréatique à partir de pancréas 
diabétiques par l' alloxane, comparativement au pancréas de 
rat normaux (Hara et al., 1979) . 
.,,.,,,u'°""· d'autres études effectuées sur des souris spontanément diabétiques 
et ob/ob ont montré résultats différents. En effet, chez ces les 
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contenus en et gastrique 
avaient diminué. Par contre, la SS 
1976; Patel et al., 1977). 
se retrouve élevée. (Patel et 
3- Modèles d'étude 
3-J Modèles animaux 
Bien que le terme modèle animal soit très employé, il peut être utile de le 
définir pour permettre de mieux comprendre les contextes où il apparaît. L 'American 
National Research Council Committee on Animal Models for Research and Aging a 
formulé la définition suivante : «En recherche biomédicale, un modèle animal est un 
modèle permettant l'étude de données de référence sur la biologie ou le 
comportement ou chez lequel on peut étudier un processus pathologique spontané ou 
induit, celui-ci ayant un ou plusieurs aspects communs avec un phénomène équivalent 
chez l'humain ou d'autres espèces anirnales. »[Traduction]. 
Les modèles animaux employés en recherche biomédicale, et particulièrement 
ceux · servent à l'étude des maladies et autres affections touchant les humains, dans 
notre cas le diabète, peuvent être classifiés comme 
*Modèles naturels qualifiés « spontanés 
à 
ou affections Les modèles suivants sont étudiés leur 
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un diabète 
le rat BB (Wistar Bio Breeding) ainsi que la souris NOD (Non-Obese Diabetic) sont 
considérés con1me de bons modèles diabète juvénile spontané chez l'homme 
(Ramanathan et al, 
dans de la 
une mutation dans 
; Polychronakos, La souris présente un défaut 
"-'~'"''''~'- diabetic fatty) ont La souris db/db et rat fa/fa 
récepteur de la leptine. Ces modèles ammaux sont très 
intéressants pour l'étude du diabète de type II présentant une obésité (Chemineau et 
al., 1999). La souris obèse jaune, le rat Wistar GK (Goio & Kakisaki), le hamster 
Chinois (Cricetulus griseus), la souris NZO (new zealand obese), le rat eSS, le lapin 
blanc de Nouvelle-Zélande, la souris KK présentent eux aussi un diabète non-
insulinodépendant. 
*Modèles expérimentaux 
Modèles chez lesquels les scientifiques reproduisent expérimentalement une 
affection ou une maladie par l'utilisation de substances chimiques dans notre cas 
diabétogènes. Ces substances sont toxiques pour la cellule bêta. Les plus utilisées 
sont l'alloxane et la streptozotocine (isolée de la moule Streptornycetes 
achromogenes). Ayant une structure apparentée au glucose, la streptozotocine pénètre 
dans la cellule bêta par le transporteur GLUT-2 et par un processus d'alkylation de 
1' ... .,,u"'·" les cellules bêta (Szkudelski, 
davantage par un processus engendrant une 
). L'aHoxarre 
du calcium 
intracellulaire et la production de radicaux libres. Des études ont démontré que la 
un meilleur agent diabétogène que l' alloxane. En effet, taux 
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ce réversibles 
dans le temps (Gaulton et al., 1985; Islas-i\ndrade et 2000). Da11s le cadre de 
notre étude nous avons induit le diabète type I avec streptozotocine (STZ). 
d'établir le d'administration et les doses 
efficaces pour un diabète avec la une seule injection 
intrapéritonéale à une dose de 50 à 70 mg fKg poids corporel suffit pour induire un 
diabète permanent chez l'animal adulte (Szkudelski, 200 l ). 
3-2 Modèles cefüdafres 
L'avantage de l'utilisation des lignées cellulaires en culture est que les 
influences neuronales et circulatoires sont éliminées. Ainsi toute possibilité d'effet 
indirect via l'innervation extrinsèque ou intrinsèque ou encore la relâche de facteurs 
intermédiaires par la circulation ou les milieux interstitiels est exclue. De plus, elle 
permet l'étude de cellules isolées pour lesquelles il est quasi impossible de le faire in 
vivo. Le pancréas endocrine est une structure complexe composée d'au moins quatre 
types cellulaires. Jusqu'à ce jour, il est encore très difficile d'isoler et de purifier un 
type cellulaire de l'îlot normal. Bien que plusieurs techniques d'isolation des îlots 
soient efficaces et que des progrès sur leur purification soient remarquables, seules 
les cellules bêta présentent un intérêt du fait de leur implication directe dans le 
processus du diabète. Ces techniques visent essentiellement à du 
traitement diabète par la transplantation d'îlots selon le Protocole d'Edmonton 
(Oberholzer et al., 2001). Beaucoup d'études ont permis de mettre au point les 
optimales permetta..'1t une survie prolongée capable de conserver 
ses capacités et l et b, 1 
et al., 2001; Hyon and Kim, 2001). Cependant il est encore difficile de maintenir 
les fonctions endocrines longtemps en culture. 
Etant donné les limites dans l'utilisation purifiés en culture, beaucoup 
de travaux ont été effectués afin d'établir des lignées cellulaires pancréatiques 
endocrines stables de rongeurs (Ulrich et al., 2002). Parmi ces lignées, la lignée 
cellulaire RINm est issue de cellules bêta tumorales irradiées de rat qui synthétisent et 
produisent l'insuline (Gazdar et al., 1980). La lignée RIN-14B est issue d'un clone 
dérivé de la lignée RINm. Les cellules RIN-14B sécrètent presque exclusivement la 
somatostatine et s'avèrent être un bon outil pour étudier la régulation de l'expression 
du gène de la somatostatine (Bhathena et al., 1984). D'autant plus que ces cellules 
requièrent une concentration supra physiologique de glucose pour croître, mimant 
donc une hyperglycémie commune au diabète. Il y a plusieurs avantages à utiliser une 
lignée cellulaire endocrine. La possibilité de pouvoir mesurer la production, 
l'expression et la sécrétion de l 'horrnone dans le milieu de culture en testant une 
va.'iété de facteurs et de sécrétagogues potentiels. Les cellules peuvent également être 
transfectées afin étudier la régulation d'un gène. Cependant, les lignées cellulaires 
transformées peuvent au fur et à mesure de leur passage parfois se dédifférencier ou 
développer une résistance à une réponse physiologique. Il est donc important de 
toujours considérer que l'étude sur une lignée cellulaire ne représente pas toujours le 
contexte physiologique dai.1s lequel cellule se trouve in vivo. 
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En résumé, nous retenons que les changements métaboliques de la cellule 
pancréatique qui surviennent au cours du développement du diabète suggèrent 
un rôle de somatostatine dans la physiologie mais aussi un rôle de 
sur physiologie de 1a cellule delta pancréatique. Par contre, jusqu'à ce 
jour toutes les études effectuées pour caractériser les changements métaboliques de la 
cellule delta pancréatique survena..11t lors du diabète sont contradictoires. En effet, 
certains auteurs ont démontré une augmentation de 1' expression et des contenus de la 
somatostatine associée à une hypertrophie et une hyperplasie des cellules delta 
pancréatiques diabétiques (Patel et al., 1976; Orci et al., 1976; Makino et al., 1977; 
Patel et al., 1978; Matsushima et al., 1978; Papachristou et al., 1989). D'autres au 
contraire ont démontré que l'expression et les contenus en somatostatine pancréatique 
diminuaient chez des animaux spontanément diabétiques, les souris ob/ob et db/db 
(Patel et al., 1976; Patel et al., 1977). De plus, les effets de l'insuline sur certains 
aspects physiologiques de la cellule delta pancréatique, notamment sa sécrétion, sont 
eux aussi très controversés puisque dans certains cas l'insuline stimule la sécrétion de 
somatostatine (Honey and Weir, 1979; Eilertson et al., 1995) ou l'inhibe (McEvoy, 
1981; Rouiller et al., 1981; Gerber et 1981; Murakami et al., 1982; Schaffer et al., 
1985, Ribes et 1988) ou encore, n'a pas d'effet (Patton et 1 979; 
Patel et al., 1979). 
la de tous ces résultats, nous constatons a pas eu d'études 
récentes renforcer l'un ou l'autre des effets de 
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pancréatique part. 
en évidence expliquer l'effet insulinique sur physiologie de la 
somatostatine pancréatique à l'état normal et au cours diabète. 
L'objectif de cette étude a donc été déterminer les changements 
métaboliques la somatostatine pancréatique au cours diabète et suite à une 
insulinothérapie puis d'identifier la/les voie(s) de signalisation(s) empruntée(s) par 
l'insuline pour aboutir aux effets observés. 
Le chapitre suivant présente sous formes d'articles les matériels et méthodes 
utilisés pour parvenir à nos objectifs ainsi que les résultas obtenus. 
Article 1 : Julien S, Laine J, Morisset J. Letter to the editor : modified technique 
to isolate panc:reatk islets from diabetk rats afte:r its induction by 
streptozotocin. Pancreas. 27: 206-7, 2003. 
most 
islets from rat, or pancreas culture performed on 
conditions ( 1) secretion of the different hormones (2). The presence some 
specific receptors was recent development of antibodies 
raised against specific receptors to be on islet to 
some controversies. As an example, colocalization of the CCK8 receptor with 
glucagon was described in human glucagon cells ( 4) whereas this same receptor was 
also located on human, mice, pig and rat delta cells (5). 
Over the last decade, obesity and diabetes have exploded in the developed 
countries and these pathologies are discovered now a day in more and more young 
patients. These frightful epidemiological data will favor increased research on islets 
transplantation and on mechanisms involved in the interrelationship existing between 
the different cells of the _islet. 
In that line of thinking, we recently studied the effects of streptozotocin-
induced diabetes on alterations of rat CCKA and CCK8 receptors and somatostatin 
expression (6). Contrary to the data recently presented by Balamurugan (7) who 
experienced major difficulties in obtaining a reasonable yield of rat pancreatic islets 
from streptozotocin-diabetic rats, our modifications of the Lacy and Kostianovsky's 
method (8) gave us an average of 350-400 islets/pancreas after 3 weeks of diabetes 
compared to a yield of 650-800 islets from a normal pancreas. 
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an to serve are a 
physiology to diabetes, we present herein a description the 
procedure set to yields of pancreatic 
Fasted rats were diabetic by a I.P. of streptozotocin, 
65 mg ki1, dissolved 0.1 buffer, 4.5; control animals 
citrate solution. After 21 days of diabetes, rats were treated as foHows: after 
anaesthesia with Somnotol (l ml/l OO g BW of a 6 mg ml-1 solution), the distal 
pancreatic duct was ligated, the common bile duct cannulated, and the pancreas was 
perfused with 20 ml of Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS, Gibco BRL). The 
perfused pancreas was excised and eut in very smaU partides with scissor. After 2 
washes in HBSS, the pieces of pancreas were centrifuged at low speed, the 
supematant removed and the pellet weighted. Islets were then isolated from 
surrounding exocrine tissue by digestion with collagenase {15 mg/g pancreas, Sigma) 
and DNase I (0.5 mglg pancreas, Sigma) in HBSS at 37°C by manual and mechanical 
shaking during 5 minutes. After 2 washes in HBSS containing 10% FBS by 
centrifugation at 315 g for 2 min at 4°C, the islets were incubated 20 min at 4°C in 
EurocoHins supplemented with 2% FBS. After a centrifugation at 300g, 2 min at 4°C, 
the pellet was homogenized through an 18 G needle in the first density gradient d: 
1.108. Purification was achieved by density gradient prepared a four-step Euro 
Ficoll 400 gradient: d: 1.108/1.098/1.069/1.034. After centrifugation at 505g, 11 min 
at 4°C, islets were collected at interface 1.069/1.034, washed HBSS 
containing 10% FBS centrifugation at 200g, 2 min at 4°C. Harvested islets were 
10%i 
11 (1 
DNase ) at 26°C 5% C02 ove:might. 
islet's preparation nonnal rats, the following were 
After enz:y111atic preparation was three times 
2 at 4°C success1ve 
digested pellet was then homogenized through a 14G stainless steel needle and the 
islets were collected between interface d: 1.098/1.069 of the Euro FicoH 400 gradient. 
The success ofboth procedures is demonstrated in Fig. 1 where islets prepared 
from normal and diabetic rats are presented. Indeed, by confocal microscopy, islets 
from normal pancreas are loaded with insulin, contain a sizable arnount of glucagon 
and much less sornatostatin. The transmission rnicrographs Jet us appreciate the size 
of each islet. On the contrary, islets frorn diabetic rats show a tremendous reduction 
in insulin; have glucagon· cells which are more compact but with comparable amount 
of hormone as the control islets, and an evident enrichment in somatostatin also in 
compact ceHs; the increase in total somatostatin content reached 84% after 3 weeks 
diabetes (6). The diabetic islet is about 10 times smaller than the of a normal 
islet as evaluated by transmission microscopy (Fig. 1 ). Finally, 650-800 islets from 
one normal pancreas contain an average of 30 µg protein and 6 µg RNA, whereas 
those of a diabetic pancreas (350-400 islets) 4.5 µg and 2.5 µg RNA. 
These data clearly indicate that a modified Lacy and Kastia.riovsky's procedure 
can yield respectable amounts purified islets from a rat diabetic pancreas 
to was previously These islets can be 
was grant GP6369 the 
Sciences Engineering Council of Canada. We also thank Ghristiane Gauvin 
use his 
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Figure 1. Confocal microscopy images from normal and diabetic rat purified islets. 
Islets were incubated ovemight at 4°C with the somatostatin antibody (10 µg ml-1), 
glucagon (1 :500) or with insulin (1 :50). 
Normal islets Diabetic islets 
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Article 2: Julien S, Laine J, Morisset J. The rat pancreatic islets a relia.hie tool 
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This study was undertaken to show that rat purified islets can be used as a 
reliable tool to study some aspects of human is1et's physiology related to CCKR 
occupation. Therefore, isolated foetal, adult human and rat islets were compared 
CCKR subtypes mRNA ar1d protein expression and somatostatin (SS) 2) 
Co-localization of these receptors with insulin, glucagon and SS. Finally, rat islets 
were tested for their responsiveness to stimulation. Purified human and rat islets were 
used for CCKR subtypes and SS mRNA estimation by RT-PCR and protein by 
Western blots. Receptors and hormones co-localizations were evaluated by confocal 
microscopy. Hormones secretion served to determine rat islets responsiveness. Islets 
of both species express CCKA and CCKBR mRNA and proteins and SS ni.RNA. The 
CCKAR co-localizes with insulin and glucagon and the CCKBR with SS. Insulin 
release was increased 5 fold in response to 16 mM glucose and SS secretion reached 
1.3 and 1.7 fold increments above basal in response to forskolin and IBMX. 
In conclusions, human and rat islets have comparable CCKR subtypes 
localized on the same cells; they also express SS mRNA. The rat islets are functional 
as they secrete but their response to hormonal stimulation remains to be clarified. 
These rats islets can thus serve as tools to study is1ets physiology. 
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Since the molecular cloning of the rat CCKA and 
numerous studies were published on the expression 
species. By 
CCKB receptors ( 1, 
two receptor subtypes 
analyses, CCKAR was pancreas 
identified in rat and mouse [3] pancreas. Using the RT-PCR technique, a more 
sensitive method to detect lower abundance transcripts, the expression of CCKAR was 
also detected in rat pancreatic islets [ 4] and human pancreas [5]. 
The presence of the CCK8 R in rodent pancreas has been controversial. 
Indeed, in rat and mouse, many investigators failed to detect its mR.NA by Northem 
hybridization [3, 6, 7, 8]. However, its presence was confirmed by RT-PCR in both 
species (3, 4, 8). The human pancreas seems to have more abundant levels of CCK3 R 
than CCKAR as determined by RT-PCR [9]; this observation may explain why the 
CCKBR was much easier to detect in this species by Northern blot analysis [ 1, 5, l O]. 
With the development of specific antibodies raised against the CCKA and 
CCK8 receptors, it became possible to characterize the proteins of these two receptors 
as well as their localization on the various cells of the endocrine and exocnne 
pancreas. By immuno-fluorescence, CCKAR was found on acinar cens the rat 
and mouse pancreas 
receptor was on mouse pancreatic beta 1]. By 
immunohistology, the CCKAR appeared on porcine [1 a site 
different from that two other studies the CCKBR on human [13] and rat 
[14] alpha cells; ~~···"'"·'"' to the confusion, our immunofluorescence data 
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"'"'V"'"""~""' the CCKB rec~eowr on pancreatic 
a.'1d calf pancreas 5]. 
the rat, mouse, 
Our initial observations indicated that the CCK8R was constantly associated 
somatostatin delta cens 
pancreas [8, 16]. These data were obtained from freshly frozen pieces pancreatic 
tissue m liquid nitrogen, of which frozen sections were made; the biochemical 
characterization of this CCKBR protein from several species was always performed 
out of membranes prepared from whole tissue, including exocrine and endocrine 
glands. 
As a result of this specific location of the pancreatic CCK8 R protein on the 
somatostatin delta cells, the challenging question was to find a functional role for 
gastrin through occupation of its CCK8 receptor on these cells. Our hypothesis 
stipulates that gastrin could be involved in secretion and/or synthesis of somatostatin 
as well as in the grmvth control of the delta cells. 
Access to fetal and adult human pancreatic tissue is rather difficult and often 
very occasional in specialized centers devoted to abortion or organ transplantation. 
The human pancreatic component of this study was introduced to demonstrate that 
.. _, ... ~ .. and rat pancreatic islets are quite comparable with regards to CCK receptor 
subtypes mRJ.~As and protein expression and localization so that they can be used 




pancreatic tissues were obtained normal elective pregnancy terminations 
or don ors These studies were approved Institutional 
AA~ .... -». Subject Review Boards. Animals: Male Sprague-Dawley rats (340-360g) 
were purchased from Charles River Laboratories, St-Constant, Qc. Before sacrifice, 
they were housed in a light and humidity controlled room and given free access to 
food and water; they were fed when sacrificed. These animals were used according to 
our institutional animal care policies. 
3. MATERIAL AND METHODS: 
3.1 Tissue preparations: 
Once excised, human fetal and adult, and rat adult pancreas were quickly frozen in 
liquid nitrogen and kept frozen at -80°C until they were processed either for Western 
blot analysis or RNA extraction. 
3.2 Rat islets isolation: 
After anesthesia with Somnotol (MTC Pharmaceutical, Cambridge, Ontai...-i_o ), the 
pancreatic islets were isolated using the collagenase digestion method of Lacy and 
Kostianovsky [17] as recent1y extensively described [l 
3.3 fetal islets 
pancreas was washed HBSS and eut pieces sc1ssor HBSS. 
After centrifugation, the pellet was digested in an HBSS solution containing 6 mg mr 
collagenase by vigorous shaking at 3 7°C 15 min. After r.vo washes 
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0% 
4°C for 20 min 
the were 
then collected at 
an at 
second interface a four-steps Ficoll 
gradient after a 505 g centrifugation at 4°C for 10 min, About 6000 islets per 
8 weeks fetus) were cultured as described for the rat islets. 
Humcm 
These adult human islets were generously given to us by Dr Lawrence Rosenberg, 
Montreal General Hospital, Montreal, Quebec. They were isolated according to his 
procedure described in [19]. 
3.5 Islets culture: 
Harvested islets from rat and human (fetal, adult) pancreas were cultured in RMPI 
1640 medium 10% FBS, 11 mM glucose as previously described [18]. 
3.6 Gel electrophoresis and immunoblotting: 
This procedure was performed as described in [11], In each experiment, proteins 
were estimated with the BCA assay of Pierce using bovine gamma globulin as a 
standard. 50 µg protein of whole homogenate, purified membranes and isolated islets 
were loaded on 10 or 12% SDS-polyacrylamide gels. After migration, gels were 
transferred to PVDF membranes and blocked 2h in TBST (20 m11 Tris-HC1, pH 7A, 
0.14 M NaCl, 0.1% Tween-20), 6% non-fat dry milk. They were then probed 
ovemight at 4°C TBST-3% non-fat milk with either a polyclonal N-terminal CCK8 
receptor CURE, 
Angeles, CA, or with a polyclonal N-terminal CCKA rec:eotor rabbit antiserum 
a generous gift from J. 
developed against the extreme N-terminus of rat CCKAR sequence (AR6). Also 
used was 1122, a rabbit polyclona1 to carboxyl-terminal residues 0-
of rat receptor. were generously given M.L 
Kruse, Gennany. The antibody is indicated each figure's 
legend. Specificity of each receptor and hormone antibody has been previous1y 
estab li shed preincubation of each antibody its specific antigen or hormone 
[15, 18]. The blots v1ere then washed, incubated second antibody, washed 
again and developed with Lumi-Light chemiluminescence substrate as described 
[8]. Scanning and densitometry analysis were performed to establish receptor/actin 
ratios. 
3. 7 Islet and pancreas RNA isolation: 
Total RNAs from rat puri:fied islets and from human purified islets from fetal and 
adult pancreas were extracted by the method of Chomczynski [20]. Total RNA from 
rat pancreas was extracted according to the modified procedure of Chirgwin [21] as 
previously described [8]. 
3. 8 Reverse transcriptase polymerase chain reaction: 
RT-PCR was performed using the TITANilJM™ One-Step RT-PCR Kit (Clontech 
Laboratories, USA) from 1 µg of purified total Rt"\îA from total pancreas and islets. 
The PCR primers were designed from humœï. somatostatin (forward: 
CCCCAGACTCCGTCAGTTTC, position 144-163; reverse: GCAGCCAGCTT-
TGCGTTCTC, position 375-358) a 231-bp cDNA fragment amplified. The PCR 
for rat CCKB receptor were (forward: CTTCATCCCGGGTGTG-
GTTATTGCG, position 725-749; reverse: CCCCAGTGTGCTGA 
TGGTGGTATAGC, position 1394-1369) with a 669 bp cDNA fragment amplified. 
For human CCKB sense antisence primers were analogous to 
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1112- 1 for 
hum.an CCKA receptor the PCR amplification conditions are those described 
by Funakoshi [22]. PCR amplifications were performed 
conditions: somatostatin: 60s 94°C, 45s 60°C, 45s 72°C 
the following 
cycles); rat CCK8 
30s 94°C, 57°C, 30s cycles); CCKB receptor: 30s 
94°C, 45s 58°C, 45s 68°C (35 cycles); CCKA receptor: 45s 94°C, 45s 60°C, 45s 72°C 
(35 cycles). PCR samples were electrophorized on 1 % agarose gel and DNA was 
visualized by ethidium bromide and photographed. 
3.9 lmmunohistochemistry and image analysis by confocal microscopy: 
Human and rat pancreatic islets were plated on 20 mm glass coverslips pre-coated 
with 0.01 % poly-L-Lysine (Sigma) and briefly rinsed in PBS. They were then fixed 
for 10 min at RT0 in 2% paraformaldehyde and saturated 10 min at RT0 in sodium 
borohydride, 2 mg mr1• After several rinses in PBS, islets were permeabilized for 30 
min at RT0 in PBS, 0.4% Triton X-100, 7% normal donkey serum. After medium 
aspiration, islets were incubated in PBS, 0.4% Triton X-100, 1.4% normal donkey 
serum for 12h at 4°C with the primary antibodies: CCK8 R 9262 (1:1000); CCKAR 
1122 :200); somatostatin Barbar, a gift from Dr Brazeau, Université de Montréal, 
Montréal, Canada :50, 1 mg mr1); insulin 2Dll-H5 from Santa Cruz, CA :50) 
and glucagon monoclonal clone K79bB 10 from Sigma, St-Louis, (1 :500). 
Specificity each these antibodies was established preincubation of peptides 
and hormones at 
incubated with 
rhodamine 4 
µg mr1 for at RT0 5, 18). Subsequently, were 
secondary antibodies (fluorochrome conjugated FITC 2 µg mr1 
PBS, 
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serum at islets were OO, L4% 
examined an Olympus Fluoview Confocal Scanning System (Olyrnpus America 
Inc., N.Y.) rnounted on a..11 Olympus IX-70 microscope. The FITC rhodamine 
un'"'~""' were imaged using a 488 nm excitation and a green bandpass emission 
fiiter (i.e., 51 and a bandpass emission filter 
(i.e., 585-610 nm), respectively. 
3.10 lnsulii'i, and somatostatin secretion /rom rat islets: 
This study was undertaken to demonstrate rat islets survival m the course of 
purification and their responsiveness to stimulation. Insulin and somatostatin 
secretions were performed on groups of 1 OO islets for 2h at 3 7°C in Eppendorf tubes. 
Briefly, islets were washed 3 times in Hepes-buffered Krebs salt solution (115 mM 
NaCl, 5.4 mM KCl, 1 mM MgCh, 24 mM NaHC03, 2.5 mM CaCh, 20 mM HEPES, 
pH 7.4, 5.5 mM glucose, 0.1 % BSA, 100 µM DFP, 20 µM leupeptin, lµM aprotinin, 
2 µM pepstatin). The islets were incubated in 70 µlof the gassed (5% C02/95% 0 2) 
incubation medium with the selected stimuli. At the end of the incubation period, the 
medium was removed and frozen at -80°C; the islets were extracted and boiled in 
300 CH3COOH, 2N. Acid was evaporated a vacuum concentrator and samples 
were stored at -80°C until assayed. Before the assay, the acid extract was diluted 
the assay buffer, sonicated for 15 sec and assayed. Somatostatin and insulin 
somatostatin came from 
Laboratories, San Carlos, CA and the insulin from Crystalchem 
Chicago, IL Both kits have a sensitivity of 9.5 pg . Somatostatin and insulin 
total contents 5 
sa:mples of 1 OO islets per group. 
1. RESULTS 
1.1 Evaluation of CCK :receptor mR~As by RT-PCR 
With the RT-PCR technique, the CCKAR mRNAs expression presents two 
transcripts in adult and fetal human purified islets as well as in rat islets and whole 
pancreatic gland (Fig. lA, CCKAR). 
The sa:me sensitive technique indicates that mRNAs isolated from adult and 
fetal hurnan and rat purified islets and rat total pancreatic gland also exhibit one 
transcript of the CCK8 R (Fig. lA, CCKsR). In both species, levels of the CCKBR 
mRNAs are much less abundant than those of the CCKAR. 
The somatostatin rnRNAs present in adult and fetal hurnan islets and in rat 
islets and total gland are equally expressed as indicated in Fig. lA, SS. 
1.2 Evahrnfüm of CCK receptor proteins by Western bfot 
As illustrated in Fig. CCKAR, the human adult and fetal purified islets 
express a 
than fetal islets; this receptor is also present in total pancreas homogenate and 
membranes level of expression adult than fetal. adult rat 
pancreatic islets also bear this CCKAR as an 80 kDa protein similar to that present 
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Figure R T -PCR amplification CCK,&,., CCKB receptors (SS) 
mRNAs from total R."NAs prepared from adult and fetal .. ~ .... ~u purified islets, adult rat 
purified islets and whole pancreas. RNA was prepared and RT-PCR was performed as 
described Materials and Methods. The results are representative of two experiments 
performed on pools of six rats. 1: adult human islets; 2: fetal human islets; 3: rat purified 
islets; 4: rat pancreas total homogenate. 
Figure lB. Presence of the CCKA and CCKB receptors proteins in adult and fetal human 
and adult rat total pancreatic homogenates (TH), purified membranes (PM) and purified 
islets (PI) evaluated by Western blot. For the human samples, the CCKAR antibody 1122 
was used at l: 1000 and antibody AR6 (1: 1000) was used for the rat samples. For human 
and rat samples, the CCKsR antibody 9262 was used at l: 10,000. Conditions of the 
incubations are described in Materials and Methods. Specificity was established by 
preincubation of each primary amibody for 2h at RT0 with 40 µg mr1 of the corresponding 
peptide antigen (+ Pept). TH: total homogenate; PM: purified membrane; PI: purified 
islets. Ratios of CCKA CCKs receptor proteins to actin were established from scanning 
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homogenate and rat express 
3.3 fold and 75% more than hum.an fetal and adult islets, respectively. 
Specificity of the selected AR6 and 1122 antibodies was confirmed by their pre-
absorption with excess peptide antigen Pept). 
As shmvn Fig. lB, CCKBR, the adult and fetal and rat purified 
islets as well as homogenates from total gland and purified membranes express a 
similar 80 kDa CCKB receptor protein. The relative abundance of this receptor is 
more important in human and fetal islets than in rat islets by around 50%. Specificity 
of the 9262 antibody was also established after its preincubation with its peptide 
antigen (+Pept). 
1.3 Islet's cellular locaUzation of the CCK receptors 
As illustrated in Fig. 2, the CCKAR is widely distributed in all purified islets 
from adult and fetal human pancreas as well as from rat pancreas. Similarly, these 
islets from human and rat pancreas contain large amounts of insulin with the hum.an 
fetal islets poorer in insulin than those from adult hum.an and rat. Somatostatin is also 
present in all human and rat islets and its concentration seems comparable in both 
species. Glucagon is a1so stored in islets of both species; it is evident that islets from 
adult human and rat contain more glucagon than those of the human fetus. 
of important feature of study remains the colocalization of the 
CCKAR protein with sorne 
microscopy. On top, Fig. 2 
rat 
the islets' hormones, established confocal 
from human indicates that the be ta 
present on the three 
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Figure 2. Colocalization of the pancreatic CCKA receptor with three islets hormones. 
Adult and fetal human and adult rat purified islets were incubated ovemight at 4°C with the 
CCKAR antibody 1122 (1 :200), insulin (1 :50), glucagon (1 :500) and somatostatin (10 µg 
mr1) antibodies. Colocalization was established by confocal microscopy as described in 
Materials and Method. Magnification: 80x. 
Transmission 
INSULIN 
Human adult islet 
Human Foetal islet 
Rat adult islet 
SOMATOST ATIN 
Human adult islet 
Human Foetal islet 
Rat adult islet 
GLUCAGON 
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Human Foetal islet 
Rat adult islet 
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CCKAR proteins and glucagon in the alpha cells of huma.11 and rat islets. The 
images presented the middle of Fig. 2 indicate that the somatostatin delta ceHs 
fetal and rat islets do not possess this CCKAR as 
shown by absence of the merged ""'"""'"'''~" 
Images presented Fig. 3 (top and bottom) show that CCKBR proteins 
net colocalize with insulin and glucagon cells of adult and fetal hurnan islets and 
adult rat islets. On the contrary, the sornatostatin delta cells of both species express 
the CCK8R protein as indicated by the yellow color on the rnerged images in the 
middle section. We have previously established the specificity of the three hormones 
antibodies used [15] as well as those selected for CCKA and CCKBR proteins [18] by 
preincubating each antibody with either its specific hormone or the peptides used to 
develop the receptor antibody. 
1.4 Islets responsiveness to secretagogues 
The secretory capacity of the rat purified islets has been evaluated by 
measuring their insulin and sornatostatin responses to appropriate stimuli. As shown 
in Fig. 4, the islets responded as expected to a 16 mr\tI glucose challenge with a five 
increase in insulin release. The sensitivity of the pancreatic delta cells to various 
is however rnuch less impressive. Indeed, sornatosatin release in response to 
two adenylate cyclase activator agents, furskolin and IBMX, reached 1.3 1.7 fold 
above basal, respectively. However, to our great surprise, the delta cells did not 
Figu:re 3: Colocalization of the pancreatic CCK8 receptor with three islets hormones. 
Adult and fetal human and adult rat purified islets were incubated ovemight at 4°C with the 
CCKBR antibody 9262 (1: 1000) and with the antibodies raised against the three islets 
hormones described in Fig. 2. Colocalization was established as described in Fig. 2. 
Magnification: 80x. 
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Figu:re 4. Islets' responses to secretagogues. Adult rat pancreatic islets were stimulated 
to secrete insulin and somatostatin for 2 hrs as described in Material and Methods. 
Numbers in ( ) represent samples of 1 OO islets. Results are means ± SE; *: significantly 
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as 
to induce somatostatin release. 
5. DISCUSSION 
This study was designed to demonstrate the rat 
used as a useful tool to study some aspects of human islet physiology related to CCK 
receptors' occupation. Our data clearly indicate for the first time that 1) islets purified 
from fetal and adult human and rat pancreas express identical transcripts of CCKAR 
mRNAs; 2) the fetal and adult human islets also exhibit a single CCKBR mRNA 
transcript as in rat islets; 3) the somatostatin mRNAs are identically expressed in 
islets of both species; 4) the islets from fetal and adult human pancreas synthesize a 
50 kDa CCKAR protein different in size from the 80 kDa protein present in rat islets; 
5) both species' islets express an 80 kDa CCKBR protein; 6) in fetal and adult islets 
from human and rat, the CCKAR colocalized with insulin and glucagon cells and the 
CCKBR with the somatostatin cells. Finally, the rat purified islets are functional as 
they can release insulin and somatostatin. 
Although CCKAR mR.'N"As were never observed in fetal nor adult human 
pancreas by Northem blot analysis [4, 5, 24], our data described the presence of two 
transcripts established by RT-PCR human and rat islets as previously observed in 
human gaH bladder [28] pancreas this same technique, observed 
a transcript [ 4, 25] or were unable to [26] 
and mouse [29] pancreas or rat islets [4]. A truncated CCKA receptor has previously 
by [30]. two were 
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or were 
a shorter time of migration on agarose gel may explain these differences. 
Our data obtained by RT-PCR confirm the previously observed presence of 
CCK8R :mfu~As human 9] and rat [8, pancreas as single transcripts [1 
31]. our knowledge, this is the of SS :m.Rl"\JA expression in 
human purified islets, in agreement the peptide present in 8 week fetal pancreas 
[32] and the single transcript [33]. 
The different molecular weights observed for the human and rat CCKA 
receptor proteins were previously observed and may depend on antibody selection or 
various glycosylated forms of the receptor between species; these 50 and 80 kDa 
forms were previously described for the human [11] and rat [18] receptor. The same 
explanation stands for the molecular weight of the CCK8 receptor. Indeed, we report 
herein an 80 kDa protein in human and rat pancreas with antibody 9262; however, 
receptor proteins of 52 kDa were reported in fetal and human pancreas with antibody 
9252 from CURE [34] and of 115 kDa in human fetal pancreas with antibody 9413 
also from CURE (8]. 
Our present data strongly support the presence of CCK receptors on purified 
human a.nd rat islets and indicate more specifically CCKAR subtype is indeed 
present on insulin and glucagon cens as previously demonstrated by binding studies 
[35, 37]. These findings support a role for CCK on ,,.,_,,._.,.., glucagon secretion 
[35, 36]. This colocalization of the CCK<\R insulin and glucagon agrees 




an isolated perfused pancreatico-duodenal canine preparation [38]; furthermore, 
CCK8 also enhanced the effect of glucose on somatostatin release from freshly 
[39]. present data confirm unequivocally colocalization 
islets 
rat islets as previously observed 34]. We were however unable to reproduce 
recent data demonstrating the presence of pancreatic CCKBR on human [13] and rat 
[14] glucagon cells. Such discrepancies may result from the lack of specificity of 
other CCKBR antibodies used or from the selection of tissue fixation. W e cannot 
however play the card of species difference since we recently demonstrated that the 
CCK8 R antibody 9262 identified the somatostatin delta cells in human, pig, calf, 
horse, mouse and rat pancreas [18]. 
Previous studies on the role of CCK or gastrin on somatostatin secretion point 
to the occupation of the CCKB receptor although this was never confirmed with 
specific CCK8 receptor antagonists. Indeed, from an isolated perfused porcine 
pancreas, somatostatin release was stimulated most efficiently by the CCK agonists 
CCK4 and CCK5 at concentrations of l 0 rJvf and 1 µM The observation that the 
insu1ino and glucagonotropic effects CCK-8 significantly surpassed those of CCK-
4, whereas the two peptides were equipotent in releasing somatostatin in a perfused 
dog pancreas, supports CCKBR occupation l Studies however on 
release from isolated pancreatic islets are scattered 42]. Our data on somatostatin 
secretion in response to forskolin and IBMX, a phosphodiesterase inhibitor, are 
to those of obtained from rat islets or of 
83 
, our to any 
following pentagastrin and the CCK.8 receptor agonist pBC264 differs from positive 
responses to CCK-8 at concentrations 1 nM to 1 OO Those responses however 
were the order of 35 to 43% above basal, weak [39]. Our data are 
to isolated human D a good 
response to forskolin and a lack of somatostatin release following gastrin-17 at 
concentrations up to 1 µM [44]. These negative results on somatostatin release from 
isolated islets may result from somatostatin inhibiting its ovm secretion or from the 
presence of a somatostatin inhibitor. Indeed, exogenous somatostatin can inhibit its 
endogenous release from isolated ca.11ine fundic D cells [ 45]. Finally, arginine-
stimulated somatostatin release from rat pancreatic islets was potentiated by the 
addition of an antiserum raised against the islet amyloid polypeptide [ 46], a known 
endogenous inhibitor ofislet's hormones release [47]. 
In conclusion, our data strongly indicate that the rat isolated pancreatic islets 
can be used as a human model to study the secretion and synthesis of the islet's 
hormones in response to the gastrin/cholecystokinin hormones family as islets of both 
species possess the same CCK receptor subtypes A and B with regards to rnR.NA and 
80 kDa instead kDa in human islets. Finally, the 
rat purified islets represent the best experimental tool to investigate the poor secretory 
responses of the delta cells to hormonal stimulation. 
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The cholecystokinin B receptor (CCKBR) is localized on pancreatic endocrine 
somatostatin (SS) delta cens. Pancreatic SS contents were increased in rats. 
The mechanisms involved phenomenon are unknown and we believe insulin is 
involved. In this study, four groups rats were used : controls, 
diabetic, streptozotocin-diabetic with insulin and streptozotocin-diabetic-insulin and 
its cessation. Rats were sacrificed after 7 to 28 days of treatment for diabetes, SS 
mRNA expression and pancreatic SS contents, CCKsR mRNA and protein expression 
evaluation in total pancreas and purified islets and islets'cellular localization of SS 
and CCK8 R. Data indicate that diabetes is established after 7 days, is controled by 
insulin and reappeared after treatment cessation. Pancreatic SS mRNA expression and 
SS contents increased during diabetes, nom1alized during insulin treatment and 
reaugmented after its cessation. Gland and islcts CCK8 R mRNA and protein almost 
disappeared during diabetes; CCK8 mRNA reappeared in response to insulin but not 
the protein. Confocal microscopy confin11ed data obtained on SS and CCKsR 
established biochemically in the course of treatments. In conclusion, these data 
strongly suggest that insulin can negatively control pancreatic SS m.Ri~A and 
hormone content and positively CCK8R mRNA; the CCK3 R protein seems delayed. 
During the seventies, major cha.11ges were observed the metabolism pancreatic 
somatostatin during diabetes development in ··-""'~·· and experimental animais; 
modifications induded increased contents delta cells population 
-12). On contrary, it was also reported that in diabetic mice mutant, ob/ob and 
db/db, pancreatic somatostatin contents were decreased along with reduction in 
islets' somatostatin ceHs (13-14). It was later suggested that in streptozotocin-diabetic 
rats, regulation of somatostatin gene transcription was targeted to the pancreas and 
stomach but not to the other somatostatin-producing tissues (15). 
The role played by insulin on somatostatin release remains controversial. Indeed, 
insulin can stimulate somatostatin release from perfused chicken pancreas-duodenum 
(16); however, data from monolayer cultures of neonatal rat pancreas (17) and 
isolated dog pancreas (18) clearly showed that insulin failed to induce somatostatin 
release. In anesfüetized normal and diabetic dogs, insulin infusion or injection was 
associated with an immediate reduction of the venous pancreaticoduodenal release of 
somatostatin (19). All these differences could be explained by the different models 
used to study somatostatin release. 
the bloodstream meal 
ingestion, is recognized as major hormonal factor involved the regulation of 
pancreatic "'v'"'"'"',.,"' secretion, gaB-bladder contraction, gastric emptying small 
motility. is also involved regulation 
it -can stimulate insuiin secretion from an in rat perfused pa.'1creas and in 
96 
rat mouse and 
insulinotropic effect of CCK was attenuated by the specific CCK-A receptor 
antagonist L-364,718 (25). Finally, it was recently observed that a m CCK-
A receptor of OLETF (Otsuka Long- Evans Fatty) rats to obesity 
and diabetes (26,27). 
\Vith regards to pancreatic somatostatin delta cells, we recently demonstrated that 
these cells specifically bear the CCK8 receptor as established by RT-PCR, Western 
blotting and confocal microscopy in rat, mouse, dog, pig, horse, calf and human 
(28,29). This new discovery may indicate that this CCK8 receptor could be involved 
in somatostatin metabolism and/or the control of the delta cells growth. 
Therefore, knowing that diabetes causes modifications in the pancreatic delta cells 
metabolism and that these cells express the CCK8 receptor, this study has for 
objectives to characterize the changes in somatostatin mRNA expression and contents 
along with those of the CCKs receptor in normal and diabetic rats and to determine if 
insulin treatrnent can normalize the modifications observed during diabetes 
development. 
RESEARCH DESIGN AND METHODS 
Animais experiments, Male Sprague Dawley rats, purchased frorn Charles River 
Laboratories, Inc.(St-Constant, Canada), were housed in a light and humidity 
room and given free access to food and \Vater. 
an ovemight rats 
60) by a single intraperitoneal injection 65 mg/kg body weight streptozotocin 
(STZ) (Sigma) dissolved in 0.1 M citrate buffer, pH 4.5; controls received same 
volume of citrate buffer 
(Group STZ-D7,n=20), 
(Nondiabetic, Group ND, n=40). Animais were used 7 
(Group n=20), 21 STZ-D21, or 
28 days (Group STZ-D28, n=20) after diabetes induction. 7 days after STZ, 80 
diabetic rats received twice daily subcutaneous injections of NgPE Insulin ( Group 
STZ-I), ( 3U at 8:00 a.m., SU at 8:00 p.m.) and were sacrificed 7 (Group STZ-17, 
n=20), 14 (Group STZ-114, n=20) or 21days (Group STZ-121, n=20) after the initial 
insulin injection. 20 other insulin treated rats were denied their insulin after 21 days 
and were killed 21 days later (Group STZ-I21/D21). Before euthanesia, all animals 
were fasted except Group I rats. Under anesthesia, blood was collected from the 
inferior vena cava and the pancreas was excised. Plasma was separated by 
centrifugation at 4°C and stored at -20°C for measurement of glucose and 
triglycerides. These studies were performed according to our institutional animal care 
policies. 
Tissue prepa:rations. Once excised, pancreas were quickly frozen in liquid nitrogen 
and frozen at -80°C until they were processed for receptor proteins analysis by 
western or for total pancreas R.NA extraction to determine CCK receptor and 
somatostatin expression by RT-PCR. 
Glycemia 
measured according to Vitros slides Vitros TR1G slides test methodology 
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Diagnostics, are on 
enzymatic methods as desribed in (30, 3 
Rat islets isolation. Islets were purified from diabetic control rats according to 
the modified method Lacy Kosianovsky (32) as recently described Yield 
were approximatively 350-400 islets :from each diabetic pancreas and around 650 to 
800 islets :from a nonnal pancreas. 
RIN-14B cens. The RIN-14B cells were obtained from ATCC; these cells are a 
secondary clone derived from the RIN-m rat islet cell hne (34) and they do not 
produce insulin. Cells were grown in RPMI 1640 medium according to ATCC 
specifications. 
Somatostatin and amylase content determinations. Tissue samples were rapidly 
frozen in liquid nitrogen until used. For somatostatin determinations, a l 0% 
homogenate was made in CH3COOH 2N, boiled for 15 minutes and centrifuged 20 
minutes at 12000 x g. The supernatants (3 ml) were extracted using Waters Sep-Pak 
C 18 caJtridges (Waters Associates, 1v1ilford, MA) pre-wetted with 100% ~cetonitrile 
followed by 0.05% TF A (15 ml). The cartridges were loaded with extract, washed 
with 0.05% TFA (15 and eluted with 80% acetonitrile in 0.05% TFA ml). The 
eluates were dried a vacuum concentrator and at -80°C 
immunoreactivity was determined by ELISA (Peninsula Laboratories, San Carlos, 
CA). Amylase activity \Vas determined directly 
procedure described in (35) and the western 
homogenates according to the 
was performed an amylase 
aI1tibody, a gift from G. Dept Biologie, Université de Sherbrooke. 
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prepa:rnfü:m, gel 
\Vere carried out at 4 °C. removed pancreas were minced disrupted in a 
homogerization buffer ( 10 mM HEPES, 7 mM sucrose, l mM EGT,&,., 1 
mMEDTA, rru\1 DFP, 20 µM Leupeptin, 1.5 Aprotinin) use of five 
passes through a Potter-Elvehjem Unbroken cells and were 
removed by centrifugation at 500g for 5 min. Membranes were collected by 
centrifugation at 100 OOOg for lh using a Beckman TLS-55 rotor. The supematants 
were removed and membranes were resuspended at a dilution of 15-30 mg/ml in the 
homogenization buffer and stored at - 80°C until used. A similar procedure was 
performed to prepare membranes from the RIN-14B cells. The procedures for gel 
electrophoresis and immunoblotting were performed as previously described (29) 
with the CCKB receptor antibody 9262. The IGF-1 receptor antibody was a rabbit 
polyclonal from Santa Cruz, a gift from Dr M. Korc, Dartmouth Medical School, 
Lebanon, 1\TH. It was used at a 111000 dilution. 
Islets and pancreas total RNA extraction and RT-PCR. Total RNAs from rat 
purified islets were extracted by the method of Chomczynski and Sacchi (36). Total 
R."l\JAs from rat pancreas were isolated according to a modification of the procedure of 
Chir<.ving et al. (37) as described (38). Total RNA concentration was deterrnined by 
absorbance at 260 and nm. \Vas perfom1ed using TM 
One-Step RT-PCR Kit (Clontech Laboratories, USA) from 500 ng of 
:Ri"l\JA from total pancreas or purified islets. The p1imers were designed from 
somatostatin CCCCAGACTCCGTCAGTTTC, position 
reverse, GCAGCCAGCTTTG-CGTTCTC, position 375-358 ) a 231 cDNA 
1 
CTTCATCCCGGGTGTGGTTA-TTGCG, 
the rat CCKs 
position 725-749; reverse, 
CCCCAGTGTGCTGATG-GTGGTATAGC, position 1394-1369) with a 669 bp 
cDNA fragment amplified. PCR primers for rat 18S were ( forward: 
TCAAGAACGAAAGTCGGAGG, 1038-1057; reverse, 
GGACATCTAAGGGCATCAC, position 1516-1498) with a 478 bp cDNA fragment 
amplified. Reverse transcription was performed lh at 50°C and PCR amplifications 
were performed under the following conditions : SS: 60s 94°C, 45s 60°C, 45s 72°C 
(35 cycles); CCK8 receptor: 30s 94°C, 30s 57°C, 30s 72°C (35 cycles); 18S : 60s 
94°C, 45s 47°C, 45s 72°C (30 cycles). PCR samples were electrophorized on a l % 
agarose gel and DNA was visualized by ethidium bromide. 
Immmwcbemistry and image analysis by confocal microscopy. These procedures 
were extensively described recently with regards to the antibodies used, their dilution 
and their specifity (29, 39.) 
Statistical analysis. Results represent means ± SEM. The statistical analysis was 
done using a Student's t-test (two tailed). A probability value of <0.05 was considered 
significant. 
RESULTS 
Body weight, plasma glucose triglycerides and pancreatic amylase. As shown 
lA, weights diabetic animals (STZ-D) significant ear1y 
decreases 18% at day 7, to 29.6%; at day compared to 
1 
Figure 1. Effects of diabetes and insulin treatment on rat body weights, plasma glucose and 
triglycerides and pancreatic amylase contents. Control (ND), streptozotocin-diabetic (STZ-
D), streptozotocin-diabetic with insulin (STZ-I) and streptozotocin-diabetic with insulin 
followed by cessation of insulin (STZ-I21/D21) rats were sacrificed at different times after 
the beginning of each treatment. Before sacrifice, they were weighted (A) and blood was 
withdrawn for glucose (B) and triglycerides (C) determinations; pancreatic amylase was 
also estimated after organ excision (D,E). Results represent means ± SEM of the number of 
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reversed losses in body weight; a 15°/o increase was observed after 7 
days up to 28.4% after three weeks, thus a return to control values. Cessation 
.,,~ .......... for 21 days caused a new drop of 14.2% body weight when STZ-
1 is compared to group STZ-121. 
The streptozotocin-diabetic rats (STZ-D) presented severe hyperglycemia after 7 days 
( + 182%) up to 286% after 28 days when compared to their respective controls (Fig. 
lB). Under insulin, a graduai recovery is observed and glycemia reached control 
values after 14 days (N'D-28 vs STZ-128). Cessation of insulin resulted in a 
significant 173 % increase in glycemia after 21 days (STZ-I21 vs STZ-I21 /D21 ). 
Diabetes was also assessed by measurements of plasma triglycerides. As shown in 
Fig. 1 C, triglyceridemia was already increased by 332% 7 days after STZ; these large 
increases remained until day 28. Insulin restored plasma triglycerides back to control 
levels within one week. Contrary to g1ycemia which got back to high values after 
stopping the insulin treatment, triglycerides remained however at control values 
(STZ-I21/D21 vs ND28). 
As previously observed ( 40), diabetes is also associated with a complete loss of 
pancreatic amylase activity (Fig. 1D) and content (Fig. lE); a return to values 
is observed after and a new drop occured upon cessation of the insulin 
treatment. It is important to notice that losses also corresponded to 
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Figure 2. Effects of streptozotocin and insulin treatrnent on sornatostatin rnRNA 
expression and hormone contents. 500 ng of total RNA extracted frorn whole pancreas (A) 
and purified islets (B) were processed for RT-PCR analysis. The different groups are as 
described in the legend of Fig. l. In A, the histograrn represents the nurnber of anirnals per 
group in ( ). In B, values represent data frorn a pool of several rats' purified islets; the 
experirnent was repeated mdce. In C, data represent sornatostatin pancreatic content of the 
different groups v'lith the nurnber of rats per groups ( ). Results are the rneans ± SEM, * 
P< 0.01 when cornpared to controls, (): nurnber of ceU sarnples per group. 
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Fig. 2A, somatostatin m.Ri""JA exhibited a significant increase of 23% over contro1 
values 28 days after diabetes induction (STZ-D vs :J:\iTI) when RNA from total 
pancreas vvas used. Insulin given for 21 days values 
vs whereas 10% SS 
mRNA (STZ-I21/D21 vs STZ-121). Since pancreatic somatostatin is exclusively 
located in the islet's delta cells (28), we decided to verify if alterations of SS mRNA 
expression observed in whole pancreas were also present in RNA extracted from 
purified islets. R."f\f As were then extracted from pools of 5 to 7 islets 'preparations as 
indicated in Fig. 2B. In control rats (ND), a constant expression of SS mRNA can be 
observed. Diabetes was associated with a 4 fold increment in SS mRNA already 7 
days after its induction, an elevation which remained for 28 days. Insulin treatment 
caused a prompt retum of SS mR.NA to control values already after 7 days which 
remained throughout treatment. However, cessation of insulin resulted in a new 
increase in SS mRNA to levels comparable to those in the initial diabetic animals. 
These variations in SS mRNA were accompanied by comparable changes in total 
pancreatic SS contents as shown in Fig. 2C. Indeed, although SS contents remained at 
control values after 14 days diabetes not shown), a significant 97% increase 
was observed days later. A 21 day insulin treatment resulted a significant 
decrease of 36% in SS total contents below control values. frlterestingly, cessation of 
this insulin treatment for a further 21 days a significa."'1.t 140% increase in 
SS contents to insulin treatment (STZ-I21/D21 vs as 
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or answer we 
investigated the eff ects diabetes and insulin treatment on IGF-1 receptor 
expresswn. Secondly, we determined the effects of insulin on somatostatin rn.Rl'\IA 
expression 14B cells. As shown in Fig 3A, IGF-1 N>,,·=~··'"'~ proteins are 
m islets, diabetic rats and in insulin-treated 
rats. However, 14 days of diabetes resuJted in an important reduction islet's IGF-1 
receptor which seems accentuated by a 14 day insulin treatment. Of importance is the 
fact that the IGF-1 receptors are present on the remaining islefs cells and can thus 
still carry the insulin messages. The direct effect of insulin on somatostatin expression 
is unequivocally demonstrated by the observation that insulin can repress within 8h 
by 62 % somatostatin mRNA expression in RIN-14B cells which synthesize 
somatostatin (Fig.3B). These data clearly establish the direct inhibitory effect of 
insulin probably through the IGF-1 receptor also present on these cells as shown in 
Fig. 3A. 
Variations in CCKn :recepto:r mR.l\lA ami prote.in. Since CCK8 R was previously 
shown to colocalize with somatostatin in pancreatic endocrine delta cells (29), we 
investigated the potential relationship might exist between alterations m 
somatostatin expression a'1d the behaviour of the CCK8 R in the course 
development, during insulin treatment and after cessation. As shown in 4A, 
expression of the CCKsR mfü~A evaluated from total pancreas Ri'\JA was 
dramatically and significantly reduced by 72% after 28 days of diabetes when 
to controls (STZ-D vs By contrast, insulin given 21 days 
CCKBR by -..vhen compared to diabetic animals 
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Figu:re 3. A- IGF-1 receptor protein expression was analyzed by Western Blot from 
purified normal rat islet (ND), 14 days diabetic rats (STZ-D), 5 days diabetic rats treated 
14 days with insulin (STZ-I) and from sornatosatin RIN-14B cells. B- Effects of insulin on 
somatostatin mRNA expression in RlN- l 4B cells. Cells were treated with 1 OO nM insulin 
for 8 hours (I) or not (C) . Results are the means ±SEM, *, P< 0.01 when compared to 
controls. 
A- IGF-1 receptor protein expression 
IGF-1 R- - 135 kDa 
Actin - -42 kDa 
B- RIN-14B RNA 
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Figure 4. Effects of diabetes insulin treatrnent on CCKsR mRNA and protein. 500 ng of 
total RNA extracted from whole pancreas (A) and purified islets (C) were processed for 
RT-PCR analysis. 30 µg of proteins frorn whole pancreas membranes (B) and frorn purified 
islets (D) were subjected to electrophoresis. The different groups are as described in Fig. 1. 
In A and B, values represent data collected from the number of rats per group ( ). In C and 
D, data represent CCK3R mRi""JA and protein expression from a pool of several 
rats'purified islets; the experiment was repeated nvice. Results are the means ±SEM, *, P< 
0.01. 
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(STZ-I21 vs STZ-D28) and to control levels (STZ-121 vs ND). Cessation of insulin 
resulted in another drop of 40.5% in CCK8R mRl'JA when compared to the insulin-
treated rats (STZ-21/D21 vs STZ-121). As shown in figure 4B, the CCKs receptor 
proteins present in total pancreas membrane proteins followed a comparable pattern 
of expression as its mRNA except in the diabetic group which did not experience a 
dramatic drop as its mRNA content. The receptor is visualized as an 80 kDa protein. 
With RNA isolated from purified islets (Fig. 4C), we can appreciate the constancy 
over time in CCKaR mRNA expression in the control rats (ND). In the diabetic 
animals, a significant burst of the receptor mRNA is observed after 7 days of the 
initial streptozotocin injection. Thereafter, a progressive decline is observed over the 
next 14 days to a complete disappearence after 28 days. Insulin treatment brought 
CCK8 R mRNA back to control values after 7 days of treatment; after 21 days, we can 
observe an 8 fold increase in CCKBR mRNA. Cessation of the insulin treatment for 
21 days drove back CCKBR xnRNA to levels of the 21 day diabetic animals. 
With proteins extracted from purified islets (Fig. 4D), we can detect the CCK8 
receptor even if its concentration seems to be Jess abundant than in total pancreas (Fig 
4B). CCK8 receptor expression remains quite constant with time in nondiabetic 
islets (ND), while it decreased dramatically within 7 days of diabetes (STZ-D) to a 
complete loss of the protein after 21 days of diabetes (STZ-D). As observed in total 
pancreas membranes (Fig. 4B), insulin failed to replenish the CCK8 receptor protein 
in the purified islets (Fig. 4D) contrary to its effect on CCK8 receptor mR.NA 
expression (Fig. 4C). 
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of SS, insuUn and CCK:sR p:rnteins expression by confocai 
mkrnscopy. As shown in Fig. 5 under transmission, diabetes dramatically reduced 
by at least 10 fold the size of pancreatic islets. Insulin treatment increased their size 
over time but never to that of a control is1et, even after 21 days of treatrnent. The 
specificity of the CCKBR and SS antibodies' signals was dernonstrated by the loss of 
irnmunofluorescence when the peptide antigen (CCKBR) an.d the hormone 
somatostatin were incubated in the presence of their respective antibody. In normal 
islets, colocalization of the CCKBR ( green fluorescence) occured with sornatostatin 
(red fluorescence) as a yellow signal (merged). In the diabetic animals, the 1oss of 
beta cells resulted in increased concentration of the CCK8 R and somatostatin after a 
week, followed by a reduction at 14 days and a loss after 28 days of diabetes, a 
confirmation of the Western blot data presented in Fig 4D. In response to insulin, the 
CCK8 R protein reappeared slighty during the hormonal treatment to remain at a low 
level thereafter, a behaviour totally different from its rnRNA content (Fig. 4C). 
Because the diabetic islets did not recover their normal size during insulin treatrnent, 
it is difficult to estimate their sornatostatin contents. Indeed, the confocal images 
seem to indicate that the red irnmunofluorescence is not as bright during insulin 
treatrnent as it is in diabetic islets, a sign of sornatostatin reduced content as observed 
with total pancreas contents evaluation (Fig. 2C). Cessation of insulin did not change 
the pattern of CCKBR expression but increased somatostatin content when compared 
to 21 days of insulin. Recovery of sornatostatin after insulin cessation agrees with the 
increased contents of the hormone observed in Fig. 2C. As shown in Fig. 5, diabetic 
... u.,,~,4v lost their islets' insulin early and their hormone content did not recover upon 
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Figure 5. Co-localization of the pancreatic CCK8 R with somatostatin and insulin 
localization in diabetic rats and following insulin treatment. Rats purified islets were 
incubated ovemight at 4 °C with the CCKsR antibody 9262 (1: 1000) with the somatostatin 
antibody (10 µg mi-1) or with insulin (1 :50). Co-localization and localization were 
established by confocal microscopy as described in ref. 29. Calibration bars 
10 µm ~e transmission panels). 
100 µm, 
.... .... 









treatment lS image 
obtained with preincubation of the antibody with insulin. 
DISCUSSION 
In this study, we showed the importance of insulin as a regulator of pancreatic delta 
cell activity focussed on somatostatin (SS) and cholecystokinin-B receptor (CCKBR) 
metabolism. Our data confirm initial observations that pancreatic SS m&"l\fA 
expression (15) and SS contents in induced-diabetic animals (1,2,5) and in 
spontaneously diabetic mice (11,12) were significantly increased with a return to 
control levels upon insulin treatment (15). However, some spontaneous diabetic mice 
also exhibited decreased pancreatic SS contents (13,14), a finding which remain 
unexplained. Among our original data, it was demonstrated that 1) the major 
variations observed during the different treatments on SS mRNA expression in total 
pancreas samples were identical to those obtained in purified islets; 2) the increases 
and decreases in SS mRt~A were comparable a..nd in synchrony with those of total 
gland SS contents; 3) insulin negatively and directly modulated pancreatic SS mRt"'\TA 
expression and its hormone contents possibly through the IGF-1 receptor; diabetes 
resulted in progressive losses CCK8 R mit.NA and protein in total pancreas and 
purified islets with return to control values in mR.t~A but not in receptor protein upon 
insulin treatment; finally, modifications observed at the biochemical level can 
be corroborated our confocal microscopy analysis which never been done 
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our on SS observed 
on demonstration that diabetes occured when induced, 2) it could be controled 
by insulin treatment a..D.d 3) it reappeared upon cessation of treatment. Our results on 
body weight decreases, hyperglycemia and hypertriglyceridemia following 
indicate diabetes was early and sustained 28 
days. Furthermore, the observation that all these parameters were normalized upon 
insulin treatment and became abnormal once again after insulin cessation showed 
behaviour of diabetic animals ( 41 ). Finally, the disappearance of pancreatic amylase 
during diabetes, its return to normal values during insulin treatment and its loss again 
after ending insulin treatment support previous data on the effects of diabetes on the 
pancreas (40) along with the microscopy data showing shrinking of the islets and loss 
of insulin. 
Our data clearly indicate that pancreatic SS mRNA expression is stongly disturbed 
soon after diabetes induction, more so evident when RNA samples were extracted 
from purified islets. These increased contents were also rapidly normalized within a 
week of insulin treatment to rebound after insu.lin cessation. It is quite interesting to 
observe that the vru.iations observed in the course this study on SS mRi'\f A were 
paralleled by similar changes in SS total pancreatic contents; this observation 
suggests that these modifications in contents reflect changes SS synthesis more 
than in SS accumulation due to inhibition of secretion. This last possibility is doubtful 
since increased SS secretion was observed previously alloxan-diabetic rats (8). 
Then, if controls occur at SS mRNA protein synthesis level, what are 
factors? Earlier studies suggested glucose could be indeed, 
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glucose mono layer 
from rat isolated islets ( 42), observations not confirmed another study 
(43). Increased SS secretion could trigger SS synthesis and glucose was shown to 
regulate pancreatic preprosomatostatin I expression as it increased SS release from 
trout bodies ( 44). dogs however, the 
intravenous administration of exogenous insulin irnmediately reduced basal SS 
release, an effect which seems independent of blood glucose level since it occured 
both in conditions of normal and hyperglycemia and happened before any change in 
blood glucose level (19,45). Interestingly, long-term insulin treatment was associated 
with decreased pancreatic SS contents and SS rnRNA expression (15, this study) in 
conditions of normalized glycemia; these data thus suggest insulin involrnent in the 
regulation of SS gene transcription; our data on the presence of IGF-1 receptors on 
normal and diabetic islets suggest that insulin may operate through this receptor. Its 
reduction during diabetes can be explained by the major loss in beta cells following 
streptozotocin, confirmed by confocal microscopy (Fig.5). The presence of IGF-1 
receptor on the RIN-14B cells and the drastic and rapid inhibitory effect of insulin on 
SS mRNA expression in these cells strongly suggest a direct action of insulin. 
Recentîy, it was shown for first 
the endocrine somatostatin delta cells in six differents species (28,29). In study, 
we present for the evidence that the CCK8 R mR.'1\f A and protein expressions 
are modulated difforently than during diabetes including receptors measured in 
total gland and The observations that the receptor protein remained 
during insulin treatment disappearing from purified 
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suggest are not 
our most recent indicate presence on rat pancreatic acinar cells (46); 
receptor population could also be affected by diabetes; this needs to be on 
purified acinar free of islets. The loss islets' CCKBR protein 
failure to rP!'liî"i'!"\,Pl'.lr during insulin treatment could be vn.1n<.<.HA'-"'' 
diabetes 
to 
the following two possibilities which at the moment remain speculative. First, 
convertase enzymes could be activated during diabetes development and then digest 
the extemal N-terminal section of the receptor protein; so, antibody 9262 which 
specifically recognizes this part of the protein would fail to detect the receptor. 
Second, diabetes would destabilize the CCKBR mRNA due to defects in chaperone 
proteins; this could result in translation of a CCKBR truncated protein. Such 
modifications in chaperone proteins have been previously observed during diabetes 
and resulted in disturbed translation processes involving large mRNA ( 48). 
If SS secretion is stimulated by the CCK agonists gastrin and its analogues (47), 
accumulation of pancreatic SS content in the diabetic animals (Fig. 2) could be 
partially explained by the drastic reduction in islets CCKBR protein as observed in 
Fig. 4. The observation that SS contents continued to be modulated under insulin 
treatment and its subsequent cessation in the absence of CCKBR proteins in islets 
strongly suggest that this receptor might not be directly involved SS synthesis and 
secretion, although this assumption remains to be investigated. 
conclusion, study clearly demonstrated that the expression pancreatic 
and CCKBR associated with islets, delta cens, are 
115 
can 
positive action on CCKBR at Ieast. Preliminary data presented Fig. 3 on 
RfN"-14B cells clearly establish a rapid and negative control of insulin on SS 
HAU~H,, responsive element was also n'.l...RNA expression in these somatostatin cells. 
on the rat SS gene studies are undertaken to deterrnine 
deletion on SS mRNA expression. The physiological importance of our data is the 
demonstration that insulin can control the expression and synthesis of one its most 
potent inhibitor.Although we do not yet have any evidence, it remains possible that 
high pancreatic somatostatin levels are involved in the course of type 2 diabetes 
development as insulin becomes less and less efficient. 
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data our laboratory indicated that insulin can negatively 
somatostatin (SS) mRNA expression and SS pancreatic contents diabetic rats. 
this study, RIN-14B cells synthesizing SS were used to characterize the inhibitory 
effects of insulin and identify a responsible intracellular signaling pathway. Data 
obtained from cultured RIN-14B cells indicate that the inhibitory effects of insulin on 
SS mRNA expression are time and concentration dependent but insensitive to glucose 
concentration. Insulin exhibited a direct potent inhibitory effect on SS synthesis.This 
inhibition of SS mRNA expression is also dependent upon de nova synthesis of one 
or several unknown proteins because insulin inhibition is reversed by cycloheximide. 
Finally, prevention of the negative insulinic effects by specific G protein and MEK 
inhibitors and increased SS expression by a cA.MP analogue suggest the implication 
of a cAMP-dependent intracellular pathway with active MAP kinases and 
phosphodiesterase to sustain the insulin negative message on SS mfül\fA expression 
SS synthesis. These data support a close interrelationship between insulin and SS 
metabolism normal and diabetic rat islets as as in a SS ce11 line potential 
Somatostatin, synthesized and secreted delta cells of the endocrine pancreas, is 
one of four major hormones present the islets Langerhans with glucagon in 
the alpha cens, insulin the beta pancreatic polypeptide in the PP cells. 
exists between types within the has 
been the subject of many studies above all on the paracrine effect of each "',...,..,..,.,, ... ,,. 
between them. Indeed, it is now well accepted rats and mice that somatostatin 
inhibits insulin and glucagon secretion (1-3). On the other hand, the effects of insulin 
on somatostatin secretion are controversial. Indeed, it was reported to inhibit 
somatostatin release from Brockmann bodies in purified islets of Rainbow trout (4); 
inhibition of SS secretion was also observed in normal and diabetic dogs in response 
to an insulin infusion or intravenous injection (5); inhibition by insulin was also 
observed from isolated perfused rat pancreas (6) or from rat isolated islets (7). At a 
low background glucose concentration in the perfusate, exogenous insulin infused in 
an isolated chicken pancreas elicited a clear stimulation of somatostatin release (8). 
On the contrary, insulin failed to modify somatostatin secretion in isolated dog 
pancreas (9) or from monolayer cultures of neonatal rat pancreas (10). 
In the course of diabetes, several studies described important variations in 
somatostatin gene expression. Increased contents were observed islets from 
streptozotocin-diabetic rats along hypertrophy hyperplasia the 
pancreatic ceHs 2, 13). In diabetic rats, increased contents 
were also not 
From the increased contents of SS observed 
pancreatic delta cells 1 ), we can assume was also 
increased as suggested from a previous study in which perfused rat pancreas from 
diabetic rat increased their SS secretion in response to arginine (15). 
a recent ( 16), we confirmed increased SS pancreatic contents 
streptozotocin-diabetic an reversed an treatment. 
also demonstrated that SS mRNA expression was significantly increased isolated 
diabetic islets with a retum to control values in response to the insulin treatment. 
These new data strongly suggested that insulin exerts a negative contro1 on delta cells' 
SS mRNA expression and total islets' SS contents. However, the mechanisms 
involved are still unknown. 
The two major intracellular signaling pathways activated upon insulin binding 
to its tyrosine kinase receptors are those involving phosphatidyl-inositol 3 kinase 
(PI3K) and mitogen-activated-protein kinase (MAPK) activation, respectively. The 
former pathway seems involved in metabolic controls while the latter would be 
associated with growth, differentiation and gene expression (17-19). A third pathway 
has recently been described and involves coupling of the insulin receptor tyrosine 
kinase with a G-protein leading to physiological responses (20-23). Most interesting 
is the observation that SS gene transcription can be regulated by cAMP through a 
cAMP-response (24). 
Our original observations indicated that 
pancreatic SSmFJ\rA expression and SS synthesis 
can negatively control 
diabetic animais and others 
documented SS gene expression can be modulated via a cA,.\tiP intracellular 
pathway. The objectives of study were to demonstrate that insulin can also affect 
1 
SS expression rat acell to 
establish that the inhibitory effects of insulin on SS mRNA expression 1) can be 
reproduced these cells; 2) are time and insulin-concentration dependent; 3) are 
aff ected or not glucose concentrations; affect SS synthesis and/or secretion; 
novo synthesis an intracellular cAMP 
pathway. 
RESEARCH DESIGN AND METHODS 
Cbemicals. AU culture media reagents were obtained from Life Technologies 
(Burlington, ON). The mouse monoclonal antibody against insulin (2D l l-H5) was 
from Santa Cruz Biotech (Santa Cruz, CA). The somatostatin (Barbar) antibody, 
further purified by affinity chromatography, was a gift from Dr Brazeau, Université 
de Montréal, Montréal, Canada. 8-Bromo-cAMP and the specific inhibitor of 
MEKl/2 (U0126) were purchased from Calbiochem (San Diego, CA) and the 
specific inhibitor of PB Kinase (L Y294002) was from New England Biolabs 
(Beverly, MA). The glucagon monoclonal clone K79bB10 antibody, porcine insulin, 
D-glucose and cycloheximide were purchased from Sigma (Oak.ville, Ontario). 
Animais expe:riments. Male Sprague Dawley rats, purchased from Charles River 
Inc.(St-Constant, Canada), were a light 
controlled room and given free access to food and water. After an ovemight fast, rats 
(200-220 g) were rendered diabetic a single intraperitoneal injection 65 mg/kg 
body weight streptozotocin (STZ) (Sigma) dissolved in 0.1 M citrate buffer, pH 4.5; 
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same 
after injection. Evidence of diabetes were previously documented ( 16). 
Rat isiets isolation and culture. Pa.ncreatic islets were isolated using 
7 days 
coUagenase 
digestion method of 
Harvested islets were then 
Kostianovsky (25) as described (26). 
RPMI 1 10% 
FBS, 11mMglucose,100 U/ml penicillin and 100 µg/ml streptomycin. 
CeU culture. The rat RIN-14B cell line is a secondary clone derived from the RIN-m 
rat islet cell line (American Type Culture Collection, Manassas, V A). Cells were 
maintained in RPMI 1640 containing 2 mM L-glutamine, 10 mM HEPES, 1 mM 
sodium pyruvate, 4.5 g/L glucose, 1.5 g/L sodium bicarbonate, 1 OO U/ml penicillin, 
l OO µg/ml streptomycin and supplemented with l 0 % fetal bovine serum. Cells were 
maintained at 37°C in a 5% C02 humidified atmosphere. Culture medium was 
changed every 48h and cells were passed weekly by trypsin-EDT A detachment. 
Immuno:fluo:rescence mkrnscopy. 
PBS-washed RIN-14B cells grown on Labtek chamber slides (Nalge Nunc 
International, Naperville, IL, USA) were fixed with 4% paraformaldehyde-PBS for 45 
minutes at room temperature (RT), blocked with lOOmM Glycine-PBS for min at 
RT and permeabilized with PBS-0.25% Triton X-100 for 30 min at RT. CeHs were 
immunostained ovemight at 4 °C Vvith the primary antibodies and subsequently 
incubated lh at RT appropriate secondary antibodies (Rhodamine conjugated 
blets and R1N-14B cens total RNA extraction :and RT-PCR. Total RNA from rat 
a.'1d RJN-14B cells was extracted the single-step guanidinium-isothiocyanate 
R..NA were quantitated OD26o12go measurements. Equa] amounts of isolated RNA (1 
were subjected to RT-PCR using the TITANTtJlvi One-Step RT-PCR Kit 
(Clontech Laboratories, USA). 
somatostatin (Forward primer 
PCR primers were designed from human 
5 '-CCCCAGACTCCGTCAGTTTC-3'; reverse 
primer: 5'- GCAGCCAGCTTTGCGTTCTC-3') with a 231 bp cDNA fragment 
ampHfied and from rat actin (sense primer: 5'-ACCACAGCTGAGAGGGAAATC-
3'; antisense primer: 5'-AGAGGTCTTTACGCG-ATGTCAA-3'). Reverse 
transcription was performed lh at 50°C and PCR amplifications were performed 
under the following conditions: SS: 60s 94°C, 45s 60°C, 45s 72°C (35 cycles); Actin : 
60s 94°C, 45s 49°C, 45s 72°C (35 cycles). PCR samples were electrophorized on a 
1 % agarose gel and DNA was visualized by ethidiurn bromide. 
Somatostatin conte.nt determinations. R1N-14B cells were scraped in CH3COOH 
2N, heated at 100°Cfor 15 minutes and centrifuged 20 minutes at 12000 x g. The 
supematants as well as culture media with secreted SS were extracted using Waters 
Sep-Pak C18 cartridges (Waters Associates, Milford, MA) pre-wetted with 100% 
acetonitrile and equilibrated in 0.05% TFA 5 ml). The cartridges were loaded with 
extracts or acidified media, washed with 0.05% TFA (15 ml) and eluted with 
80% acetonitrile in 0.05% TFA (4 ml). The eluates were dried a vacuum 
concentrator and stored at -80°C. Sornatostatin immunoreactivity was determined by 
ELISA (Peninsula Laboratories, San Carlos, 
means ± at 
experiments. statistical analysis was done using a Student's t-test (two 
probability value of <0.05 was considered significant. 
RESULTS 
Effects of b1sulin on SSmRi'i\IA exp:ressfon in pu:rified islets f:rom rw:rmal and 
dfabeti.c rats and in RIN-14B cens. hl order to understand how insulin controls SS 
mRil;.JA expression in diabetic anirnals ( 16) it was imperative to set up an in vitro cell 
model. However, to support these studies in vitro, it was important to demonstrate 
that insulin can also modulate SS mRNA expression in isolated islets. As shown in 
Fig. lA, islets isolated from normal and diabetic rats exposed to 1 OO nM insulin for 4 
hours presented similar levels of inhibition of SS mRil;.JA expression by 23.8% and 
22.l %, respectively. Such in vitro inhibitory effects of insulin on islet's SS mRNA 
expression are reproduced in our selected RIN-14B cell line (Fig. lB). Indeed, 
exposition of these cells for 4 hours to 1 OO nM insulin also resulted in a significant 
reduction in SS mRNA expression. These data indicate that insu1in can control SS 
expression not only but also in vitro freshly purified islets a..11d in a 
ceUs line know to synthesize SS. 
Cbaraderizafüm of the ho:rmones contents the RIN-14B ceUs. Before pursuing 
studies on the effects regulation on RIN-14B cells SS 





Figurf 1. Effects of insulin on SSmRNA expression in purified islets from normal and 
diabetic rats and from RIN-14B cells. (A) 1500 islets purified from normal (4) and diabetic 
(8) rats were incubated for 4 h with or without l OO nM insulin. After RNA extraction, 1 µg 
of total RNA was processed for RT-PCR analysis. The histogram represents the SS/actin 
ratio. NI: normal islets; DI: diabetic islets. (B) RIN-l 4B cells were also exposed for 4h 
with or without 100 nM insulin. *: Significa11tly different from control ceHs at p< 0.05. 
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homogeneity with regard to somatostatin since these cells originaHy came from a 
secondary clone of the Rin-m producing-insulin cells. shown in F1g. 2, it is c1ear 




produced insulin ( arrows ), whereas close to 99% the ce Us synthesized somatostatin 
(C). These immunofluorescence images with somatostatin being the almost exclusive 
hormone component of this cell population justify their use for further investigations 
on the role of insulin in the control of SS expression. 
Time course and effects of insu.lin concentrations on SS mR."NA expression in 
RIN-14B cens. Initial studies with rat purified islets (Fig. 1) indicated that insulin 
can interfere with SS mRNA expression at 1 OO ni."\1 for 4h. As indicated in Figs 3A 
and 3B, a significant reduction of 41.1 % in SS mR.~A expression by l OO nM insulin 
can be observed at 2h with a maximal inhibition of 53% at 48h. Following this 
pattern of inhibition, we selected a 4h treatment for the subsequent studies. Data 
from Figs 3C and 3D clearly demonstrated that after 4h of incubation, increasing 
concentrations of insul:in almost linearly inhibit SS mRNA expression; a significant 
inhibition of 27.6% was already detected at lclv1 
at 1 µM insulin. subsequent studies were performed at 1 OO causmg a 
53.5% of SS m.RJ.'\f A expression. 
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Figure 2. Identification of glucagon (A), insulin (B) and somatostatin (C) in the RIN-14B 
cells by immunofluorescence. Cells were incubated ovemight at 4°C with the primary 
antibodies for glucagon (1 :250), insulin (l :50) and somatostatin (1: 100). Cells were then 
washed and incubated with the rhodamine-coupled secondary antibody. The specificity of 
each antibody has been previously established (38). Figures D to F represent the cells in 
transmission. The arrows in Fig. B represent cells with insulin. 

Figure 3. Time course (A, B) and effects of insulin concentrations (C, D) on SSmRNA 
expression in RIN-14B cells. Cells were incubated in the presence of 100 ni\1 insulin for 
up to 48h and SSmRNA expression was estimated from extracted RNA by RT-PCR. A) a 
representative assay from a single group of cells; B) estimation of SSmR.NA/actin ratios 
obtained from 12 separate cell preparations for each time point. C) cells were incubated 
for 4h with increasing concentrations of insulin; data represent a single group of cells. D) 
estimation of SS/actin mRNA ratios obtained from 12 separate cell preparations for each 
concentration. *: significantly different from time 0 or absence of insulin at p < 0.05. 
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Effects of glucose concentrations on the effects of on SS mRNA 
expression RIN-14B ceUs. Since ATCC suggested to culture these RIN-14B 
cells a 30 ITll\1 glucose medium, it was important to whether or not 
on SS mRNA expression was glucose dependent. 
observed in Fig. 4A, in the absence of insulin, cells incubated for 4 h in the presence 
of 30 mM glucose exhibited an 80% higher expression of SS mRNA than those 
cultured in 2.8 mM glucose. Therefore, high concentrations of glucose have a direct 
effect on SSmRNA expression in these cells. However, when we look at the effects 
of insulin, it is clear that its inhibitory action on SS mRNA expression is independent 
of glucose concentration. Indeed, when we compare data presented in Figs 4A and 
4B, we can see that at 2.8 mM glucose, insulin reduced SS mRNA expression by 
60.6% with a comparable inhibition of 52.8% at 30 mM glucose. 
Effects of insu.lin on RIN-14B somatostatin contents and secrefüm. If insulin has 
such a rnajor inhibitory effect on SS mRNA expression, and so rapidly, the end result 
of such an inhibition should be a reduction in cells' SS contents and/or secretion. As 
shown in Fig. SS contents the RIN-14B cells increased 161 % over a 48h 
period of incubation probably as a result of cell proliferation. In füe presence of 1 OO 
nJ\1 insulin, SS contents are dramatically reduced by 94%, a clear evidence of reduced 
synthesis. These RIN-14B cells are quite active as they secreted ï6.8 % their 
SS content over a h period of incubation. However, it was to estimate 
1 
Figm·e 4. Effects of insulin at two glucose concentrations on SSmRNA expression in RIN-
l 4B cells. Cells were incubated for 4h in low (2.8 mM) and high (30 mM) glucose medium 
in the presence or not of 1 OO nM insulin. RNA were extracted and SSmRNA evaluated by 
RT-PCR. A) Representative assay from a single cell preparation. B) Evaluation of 
SS/actin mRNA ratios from 18 different cell preparations. t and t: significantly different 











Figure 5. Effects of insulin on RlN-14B somatostatin contents and secretion. SS contents 
were measured at 0 and 48h in the control and insulin groups treated every 12h with 100 
nM insulin; media were changed every l 2h for SS secretion estimation. Secretion at 48h 
(black columns) represents the cumulative release of SS into the medium every 12h. t: 
significantly different from control values at 48h at p < 0.05; n.d : not detectable. 
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SS secretion of these cells after 48 hours of insuhn because the amount secreted was 
beyond detection due to the tremendous decreases in their total SS content. 
Effods of cycfohe:ximide on SS mRNA expression in cc.m.trnl and insulin-treated 
RIN-14B cens. In order to establish that the inhibitory effects of insulin on SS 
mRNA expression and SS synthesis depend on de nova protein synthesis, RIN-14B 
cells were incubated with or without insulin in the presence or not of 1 µg mr1 of 
cycloheximide, a concentration known to inhibit protein synthesis (28). As shown in 
Fig. 6, after 4h of incubation, insulin significantly reduced SS mRNA expression, an 
inhibition not significantly affected by cycloheximide. However, if the incubation 
period is prolonged to 8h, cycloheximide alone significantly reduced SS mRNA 
expression by 43% and the inhibition by insulin reached 63%; on the contrary, the 
combination of cycloheximide with insulin reduced by 45.6% the inhibition of SS 
mRNA caused by insulin. These data clearly indicate that the inhibition of SS 
mRNA expression and SS synthesis in the RIN-14B cells depends on de novo 
synthesis of one or several newly synthesized proteins since both processes were 
partially prevented by cycloheximide. 
Signaling pathway mvolved in immlin control of SS mRNA expression. Our 
preliminary data (16) indicated that insulin had a direct effect on the RIN-14B cells to 
regulate SS mRi"l\IA expression probably via the IGF-1 receptor present on these cells. 
Since SS expression is preferentially regulated through a cAMP pathway activation 
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Figure 6. Effects of cycloheximide on SSmfü"l\JA expression in control and insulin-treated 
RlN-14B cells. Cells were incubated for either 4 or 8h with or without insulin (I) (100 nM) 
and with or without cycloheximide (CHX) 1 µg mr1• RNA were extracted and SS and 
actin mRNA were estimated by RT-PCR. A) Representative assays from a single 
preparation in each group at 4 and 8h. B) Evaluation of SS/actin mRNA ratios of six cell 
preparations per group at 4 and 8 h. *: significantly different from their respective control 
at p < 0.05; **: Insulin (I) significantly different from insulin with cydoheximide (CHX + 
I) at p < 0.05. 
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the cis-regulatory element CRE (cAMP response element) present in the promoter 
region of the SS genes (29, 30), it became important to investigate this pathway to 
understand the negative eff ects of insulin. Therefore, we determined the effects of 
stimulatory and inhibitory agents of this cAMP pathway on SS mRNA expression 
following a 4h incubation with 1 OO n.M insulin. As shown in Fig. 7 A, preincubation of 
the cells for 2h with 500 ng mr1 of pertussis toxin (PTX), a specific Gi inhlbitor, 
prevented the inhlbitory effect of insulin. If the cAMP-dependent pathway is involved in 
SS expression, addition of a relatively stable cAMP analogue, Br-cAMP, should increase 
SS mRNA expression; indeed, 1 µM Br-cAMP significantly increased SSmRNA 
expression by 20% over control, an effect reduced by 3 7. l % upon insulin addition to 8 
Br-cAMP, this last effect was unexpected. 
We then investigated cellular events occurring between insulin binding to its 
receptor and the inhibition potentially linked to the cAMP-dependent pathway leading to 
SS mRNA expression. Following specific PI3 Kinase inhibitor L Y294002 (20 µM) and 
specific MEK inhibitor U0126 (15 µM) preincubation for 30 min, the inhibition of SS 
mRNA expression by insulin was partially but not significantly prevented by the PB 
Kinase inhibitor and totally reversed by the MEK inhibitor as shown in Fig. 7B. These 
data support a strong involvement of the M.t\.P kinase pathway in the negative regulation 
of SS expression by insulin. 
Figure 7. Signaling pathways involved in insulin control of SSmRNA expression in RIN-
14B cells. A) Cells were princubated for 2h with 500 ng mr1 pertussis toxin (PTX), a 
specific inhibitor of Gi or with l µM of the cAMP analogue 8-bromo-Camp (Br-cAMP). 
Insulin (I) 1 OO nM was then added for 4h in the indicated groups. B) Cells were 
preincubated for 30 min vvith the specific PB kinase (LY294002: 20 µM) or MEK 
(U012615: 15µM) inhibitors, and then incubated with or without insulin (100 nM) for 4h. 
In both sets of experiments, RNA were extracted and SS and actin mru'JA estimated by RT-
PCR. Results represent SS/actin mRNA ratios of 4 (A) and 5 to 12 (B) cell preparations 
per group. ** significantly different from control at p < 0.05. t: significantly different 
from insulin at p < 0.05. 
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The major objectives of this study were 1) to confirm vitro our previous in 
vivo observations (16) that insulin caused significant decreases in SS mRNA 
expression and SS islets' accumulation diabetic rats; 2) to establish the RIN-14B 
cells as a good model to study the effocts of insulin on SS metabolism; 3) to 
characterize the effects of insulin on SS metabolism and 4) to identify potential 
intracellular signaling pathways stimulated by insulin and leading to its negative 
control of SS expression. 
Among our original data, it was demonstrated that 1) insulin can exert its 
negative control on SS mRNA expression directly in vitro on purified islets not only 
from diabetic but also from normal rats as it did in vivo (16); 2) the RIN-14B cells can 
serve as a model of choice to study SS metabolism in response to insulin as they 
possess the IGF-1 receptor likewise the normal islets' delta cells (16) and synthesize 
almost exclusively SS; 3) the effects of insulin on SS mRNA expression are time and 
concentration dependent and independent of glucose concentration; 4) insulin 
reduced SS synthesis; 5) the inhibitory effects of insulin on SS mRNA expression 
require de nova synthesis of one or several proteins; 6) and finally, insulin may 
operate through an intraceHular cM1P-dependent signaling pathway to control SS 
mRNA expression and the hormone's synthesis. 
Before using the RIN- l 4B cells to investigate the role of insulin in the control 
of SS expression, it was important to reproduce in vitro our in vivo findings that 
insulin negatively controHed the expression of SS. Our data clearly indicate that 
indeed insulin can suppress within 4h SS mRNA expression in purified islets from 
control and diabetic rats. These findings stress the importa.."'1.ce of insulin acting not 
only on islets from diabetic animals but also on islets from normal rats, and point to 
the fact that insulin can directly operate on delta cens without interference from in 
vivo neuronal and/or hormonal origin. 
Any physiological studies on purified islets and specially on the somatostatin 
delta cens remain difficult because of the low amount of delta cells (3%) in a normal 
islets and above all because of the paracrine effects that the different cell types exert 
on each other (1, 4, 5). Therefore, a somatostatin cell line was mandatory to elucidate 
how insulin controls SS expression. The RIN-14B cells were selected because they 
predominantly secrete somatostatin (31) and synthesize most exclusively somatostatin 
as shown in Fig. 2. Furthermore, as shown in Fig. lB, insulin at 100 ruvf for 4h 
reduced SS mRNA expression by 62% in these cells. 
It was also important to demonstrate that the inhibitory effects of insulin were 
time and concentration dependent. W e were surprised to observe a positive inhibition 
as soon as 30 min which became significant at 2h, along with a linear significant 
inhibition from 1 to 1000 ru..1 insulin. Such an early effect is compatible with the 
inhibition also observed at 4h in isolated islets as indicated in Fig. lA. Although 
glucose significantly increased SS gene expression under control and insulin 
stimulation as previously observed in Brockmann bodies of Rainbow trout (32), the 
inhibitory effect of insulin remained however independent of the glucose 
concentration in the medium as the perccntages of inhibition were comparable at low 
and high glucose concentrations. 
constant 
altered SS synthesis and/or secretion. the absence 
cells significantly increased their SS contents over contrary, constant 
presence of the medium for 48h drastically reduced the SS contents of 
these cells even below levels observed at zero, a clear effect on 
This inhibitory action of insulin on SS synthesis has also been previously documented 
in fetal rat pancreas in organ culture (33). Although we were unable to estimate SS 
secretion after 48 h of exposure to insulin, it was previously observed that insulin 
increased SS release in these same cells (31 ). In other systems, the effects of insulin 
on SS secretion were usually inhibitory as observed in Rainbow trout ( 4), on pre-
cultivated rat islets (7) or without effect as demonstrated from monolayer cultures of 
neonatal rat pancreas (10) or from isolated rat islets (34). 
Insulin is known for its positive metabolic actions including stimulation of 
protein synthesis (17-19). However, can we relate any of its inhibitory effects on de 
novo synthesis of a single or several proteins ? Our data clearly indicate that the 
impaired protein synthesis in the presence of cycloheximide led to a significant 
reduction of the inhibition caused 
time needed to obtain such an inhibition relief agrees with the de novo synthesis of 
proteins, their processing and their availability for physiological actions. Our data 
from cells of pancreatic origin and treated are 
from fetal rat hypothalamic cells culture treated 
to those 
grmvth 
-Pl (35). Indeed, 1 levels those hypothalamic 
Rfl'!-14B ceHs. TGF-Pl 
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also prevented by cycloheximide, a requirement for de novo protein synthesis as weH. 
In that study total inhibition recovery by cycloheximide occurred within 4h while we 
saw a significant relief at 8h. The time difference could be explained by the high 
synthetic rates of SS synthesis in the RIN-l 4B cancerous cells compared to those of 
normal hypothalamic ceHs in culture composed of multiple cell types beside those of 
somatostatin. Although it is quite evident that newly synthesized pmtein(s) are 
required to carry on the inhibitory action of insulin on SS gene expression, their 
identity and nature still remain unknown for the time being. 
Finally, our studies on the intracellular pathways involved in the control of SS 
gene expression by insulin led us to interpretation and open questions. On one hand, 
it is clear that the PB-kinase pathway is not or minimally involved since its specific 
inhibitor, L Y 294002, did not reserve the inhibitory action of insulin. The MAP 
kinase pathway on the other hand is known for its control of mitogenic reactions and 
specific genes expression (17-19). However, this pathway also seems to be involved 
in insulin action since the specific MEK inhibition by U0126 totally prevented the 
inhibitory effect of insulin. This is new to us and was never reported before. It 
remains now to be understood how this MAP kinase pathway can be related to that of 
cAMP since SS expression is mostly regulated by the cyclic Ai\1P pathway via the 
cis-regulator element CRE (cAMP response element) present in the promoter region 
of the SS gene (29, 30). 
From our data presented in Figs. 7 A and 7B, we can propose the foHowing 
hypothesis to explain the negative control of immlin on the SS gene expression. 
Activation of the insulin receptor would couple an inhibitory Gi protein that mediates 
phosphorylate a phosphodiesterase (PDE). Such a PDE activation would then 
hydrolyze cAMP füus impairing CREB phosphorf lation, resulting decreased SS 
gene activation. Such a pathway is supported by following observations 
insulin can bind Gi protein (22); 2) a coupling 
can mediate j3y-dependent MAPK activation (36); 3) ERK2 can bind, phosphorylate 
and regulate a cAMP-specific phosphodiesterase (PDE) (37). The data presented in 
Figs. 7A and 7B certainly support such a pathway. Indeed, inactivation of the protein 
Gi by pertussis toxin totally prevented the inhibition by insulin of SSmRNA 
expression; furthermore, inhibition of MEK by its specific inhibitor U0126 also 
blocked the effect of insulin. Finally, the addition of Br-cAMP significantly 
augmented SSmRNA expression above control but did not prevent the inhibitory 
effect of insulin. This last result can be explained by the insulin-activated PDE 
hydrolyzing intraceHular cyclic nucleotides, thus preventing their action. 
In conclusion, this study clearly demonstrates that insulin can directly inhibit 
SS m.RNA expression in normal and diabetic rat islets and in a SS-synthesizing cell 
line, the RIN-14B. Beside the usual time and concentration studies describing the 
rapidity and efficacy of the insulin action, it is important to stress that insulin 
operates independently of glucose concentration the medium, needs de novo 
protein synthesis and SS synthesis. Finally, our preliminary data on 
intracellular mechanisms involved point to a cAMP-dependent pathway with 
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Brièvement, nos objectifs étaient de caractériser d'une part les changements 
métaboliques de la somatostatine la cellule delta pancréatique au cours 
et suite à une insulinothérapie ou les voies signalisation 
capable(s) de médier les effets observés d'autre part. 
Pour ce faire, nous avons utilisé différentes méthodes qui nous ont permis 
d'atteindre nos objectifs présentés dans le chapitre précédent. Dans ce chapitre-ci, 
nous allons discuter de manière générale tous les aspects qui ont dirigé cette 
recherche ainsi que les résultats obtenus en prenant en compte d'autres travaux 
publiés dans la littérature. 
1- L'îlot de Langerhans: modèle d'étude de la physiologie des cellules delta à 
somatostatine. 
Le but de la recherche scientifique a toujours été de comprendre les 
mécanismes cellulaires et moléculaires à l'origine du développement des pathologies 
comme le cancer ou le diabète. La culture cellulaire reste jusqu'à maintenant l'outil 
plus employé pour étudier les processus physiologiques et pathologiques au sein 
tissus complexes comme le pancréas qui comprend différents types cellulaires à 
savoir les cellules acinaires, ductales et endocrines. Ces dernières sont au moins au 
de quatre, les cellules bêta, alpha, et delta au sein de l'îlot Langerhans 
est composante pancréas principalement altérée au cours 
diabète. Étant donné la prévalence toujours grandissante diabète dans le monde 
1 
1 
l'objet d'intensives recherches durant cette dernière décennie. Les méthodes 
de purification et de culture des îlots normaux sont en constante 
amélioration dans le rendre transplantation toujours plus efficace pour 
traitement du diabète de I (Lacy 1967; et al., 1977; 
Hober et al., 1997; Kenmochi et al., 2000). Mais transpla..'1.tation des îlots n'est pas 
le seul but pour l'amélioration de ces tech..11iques. En effet, l'étude des mécanismes 
paracrines impliquant les hormones pancréatiques est très importante pour la 
compréhension du développement du diabète. Dans le cadre de notre recherche, les 
îlots purifiés normaux semblent un bon modèle pour étudier le rôle de l'insuline sur la 
physiologie de la somatostatine puisque l'architecture de l'îlot reste intacte lorsque les 
conditions d'isolation et de culture sont optimales. Nous nous sommes donc assurés 
au départ de notre recherche que notre technique d'isolation des îlots de Langerhans 
de rat était efficace, d'une part par l'observation morphologique et comparative de 
nos îlots de rats avec des îlots humains en microscopie confocale, et d'autre part par 
leur capacité à pouvoir sécréter les hormones insuline et somatostatine. Dans l'article 
«The rat pancreatic islets a reliable tool to study islet responses to cholecystokinin 
receptor occupatiom>, nous avons en effet comparé en microscopie confoca1e des 
îlots isolés de pancréas humain adulte et fœtal avec des îlots isolés pancréas de rat. 
Les images obtenues en transmission démontrent très bien que 1' architecture des 
est conservée après leur isolation puisqu'ils apparaissent corn.me des structures 
relativement arrondies, isolées, bien délimitées et dépourvues de toutes adhésions 
exocrines démontrant ainsi 1' efficacité de purification de la technique 
1 
and en 1 ' I 
par pancréas de rat, et la qualité des îlots ainsi obtenus sont comparables à ceux 
issus d'autres études effectuées chez hamster ou chien (Ilieva et al., 1999; Wang 
Rosenberg, 2001). Ceci nous permet aussi d'apprécier cette 
études présentant des 
adultes comme des amas de cellules dispersées ayant perdu l'arc'hitecture et la 
morphologie décrite précédemment (Saillan-Barreau et al., 1999). En effet, la 
morphologie des ilots de pancréas de rats et de fœtus humain, purifiés à partir de la 
méthode de Lacy et Kostianovsky est comparable à celle des îlots de pancréas 
humain isolés à partir d'une autre technique décrite par Wang and Rosenberg, 1999 
basée elle aussi sur une digestion du pancréas exocrine avec la collagénase puis d'une 
isolation des îlots dans un gradient discontinu de Ficoll. Ces différentes méthodes, 
même si elles conservent l'architecture des îlots, brisent quand même l'interface 
tissulaire endocrine/exocrine présente dans le pancréas impliquant une destruction de 
la lame basale entourant l'îlot ainsi que le réseau vasculaire (Wang and Rosenberg, 
1999; Jansson and Carlsson, 2002). Pourtant, malgré cette destruction de la matrice 
extracellulaire entourant l'îlot, les phénotypes cellulaires restent intacts. En effet, nos 
résultats d'immunofluorescence présentés dans l'article 2, hormones insuline, 
glucagon et somatostatine démontrent en effet que les îlots suite à lem isolation puis 
leur culture pendant 48 heures continuent de produire les hormones dans les 
proportions retrouvées dans pancréas vivo, à savoir 85% de cellules à insuline, 
capacité îlots à 
encore produire les hom1ones des conditions in vitro suggère que 
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sont qu'elles centrales dai.îs ou 
périphériques (cellules delta). On pourrait en effet supposer que la perte matrice 
extracellulaire et de la lame basale pou..'Tait en partie entraîner une perte des cellules 
de l'îlot, notamment les cellules delta. Mais nous avons démontré 
les cellules et delta 
îlots étaient stimulés par des sécrétagogues. Ainsi, 16 mM glucose sur 2 heures 
peuvent induire une stimulation de 400 % de la sécrétion d'insuline à partir d'îlots de 
rats isolés et cultivés 48 heures avant l'essai, comparativement à des îlots en présence 
de 5.6 m1vi Glc. Le forskolin et l'IBMX, tous deux des activateurs de l'enzyme 
adénylate cyclase sont capables de stimuler la sécrétion de somatostatine. Ces 
résultats démontrent que notre technique de purification des îlots de rats et leur 
condition de culture sur 48 heures sont adéquates puisque d'une part les îlots 
conservent leur morphologie et architecture et qu'ils sont viables et fonctionnels 
d'autre part. 
Donc, la tech..nique de Lacy et Kostianovsky est très efficace pour la 
purification d'îlots de sujets normaux. Cependant, elle est limitée ainsi que toutes les 
autres techniques lorsqu'il s'agit d'entreprendre la purification d'îlots de pancréas de 
sujets diabétiques. Après plusieurs tentatives infructueuses, nous avons décidé de 
modifier la technique en partant du principe que taiHe des îlots, du fait de la perte 
des cellules bêta au cours diabète, était considérablement réduite. L'article 1 décrit 
en détail les modifications apportées à 
diabétiques ainsi obtenu est acceptable 
nomiaux 
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technique. Le rendement des îlots 
s'il reste •• 4~ ... ~ inférieur à 
réussite de 
mener à 
nos objectifs. Il nous a permis d'obtenir des images de qualité démontrant la 
morphologie des qui apparaissent très bien délimités, arrondis malgré très 
taille 0 des et des quantités d' AR.1\J totaux suffisantes 
quantifier l'expression messager de somatostatine par la technique semi-
quantitative de R T-PCR. 
Les différents résultats obtenus à partir d'îlots purifiés et présentés dans les 
articles 1, 2, 3 et 4 de cette thèse illustrent très bien la réussite de la technique autant 
d'un point de vue quantitatif que qualitatif. Elle nous a permis essentiellement 
d'atteindre le premier de nos objectifs qui était de démontrer les changements 
métaboliques de la somatostatine au cours du diabète et suite à un traitement à 
l'insuline, par les deux méthodes de RT-PCR et microscopie confocale 
principalement. 
Les paragraphes suivants vont rappeler les grandes lignes des différents 
résultats obtenus quant aux effets de l'insuline sur le métabolisme de la SS in vivo, à 
partir d'îlots purifiés de rats (article 3) et in vitro, à partir d'îlots purifiés de rat et des 
cellules RIN-14B à SS (a.rticles 3 et 4) afin de pouvoir discuter des conséquences 
ces changements métaboliques sur la physiologie pancréatique endocrine. 
2- Changements métaboliques de fa somatostatine observés au cours du diabète, 
traitement à de ce traitement 
Afin de justifier nos résultats sur les changements métaboliques de 
observés au cours de notre protocole expérimental, nous avons dù 
1 
o '"-.a LU<~ et 
connues pour altérées dans ce cas là. Dans l'introduction, nous avons présenté les 
effets l'insuline sur le métabolisme glucidique et lipidique. Ainsi, l'insuline est la 
seule hormone hypoglycémiante connue à ce jour. Brièvement, elle en favorisant 
cytoplasme depuis sangum 
cellulaire via la translocation des transporteurs du glucose GLUT à la membrane 
plasmique dans la plupart des cellules et en stimulant la glycogénèse et en inhibant la 
glycogénolyse dans les hépatocytes et les cellules musculaires. Elle influe aussi sur le 
métabolisme lipidique en favorisant l'entrée des graisses dans les tissus périphériques 
et les cellules adipocytaires où elles sont utilisées comme source d'énergie et pour la 
biosynthèse des acides gras respectivement. Ainsi l'insuline contribue au maintien 
d'une glycémie et d'une triglycéridémie plasmatique constante. 
Des études ont démontré l'efficacité de la streptozotocine à pouvoir induire un 
diabète (Islas-Andrade, 2000; Szkudelski, 2001 ). Cependant, dans notre étude 
présentée dans l'article 3, nous avons jugé préférable de vérifier l'établissement du 
diabète et sa stabilité dans le temps par des tests très simples mais efficaces. Nous 
avons prélevé le sang dans veine cave inférieure de des rats sacrifiés pour 
effectuer dosage de la glycémie et de la triglycéridémie plasmatique. Ainsi, 
l'augmentation des taux de glucose et triglycérides et leur maintien à des valeurs 
supra physiologiques démontrent que la streptozotocine à effectivement induit un 
diabète et que celui-ci se maintient au pendant 28 jours. La perte de poids 
observée entre 7 et 28 jours corrèle avec 1e taux élevé triglycéridémie suggérant 
accme tissu adipeux. 
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cours nous avons observé 
RT-PCR que l'expression messager la SS dans les îlots augmentait de 
quatre comparativement à celle des îlots non diabétiques. Ces résultats sont 
comparables à ceux observés à partir de pancréas total de rats diabétiques et 
diabétiques. résultats sont en accord avec 1' étude de Papachristou avait 
démontré par Northem Blot que l'expression de la SS de pancréas de rats rendus 
diabétiques par la streptozotocine était très largement augmentée par rapport à celle 
de pancréas de rats contrôles (Papachristou et al., 1989). De plus, l'augmentation de 
l'expression du gène de la SS observée au cours du développement du diabète est 
corrélée avec une augmentation des contenus de l'hormone. Ceci a été observé par 
Patel à partir d'îlots purifiés de rats normaux et rendus diabétiques par la 
streptozotocine ainsi que par Orci à partir de pancréas de cadavres humains atteints de 
diabète de type I ou sains (Patel et al., 1978; Orci et al., 1976). Chez les sujets 
diabétiques, les contenus en SS étaient supérieurs à ceux des sujets non diabétiques. 
Afin de déterminer si la carence en insuline induite par la streptozotocine et 
responsable de l'état diabétique des rats était à l'origine de ces changements dans le 
métabolisme de la cellule delta, nous avons traité quotidiennement aux 12 heures un 
groupe de rats diabétiques de 7 à 21 jours. Nous avons observé que l'administration 
d'insuline exogène rétablissait la glycémie et triglycéridémie et permettait aux rats 
recouvrer un poids corporel normal comparativement aux rats contrôles, 
démontrant ainsi 1' efficacité de notre Ce traitement a eu effet de 
rétablir l'expression de la SS comparabkrnent à celle observée chez les animaux non 
7 de traitement. a 
cette expression. seule étude à ce mis en évidence avant nous 
que l'expression de SS pancréatique de rat pouvait redevenir normale à un 
traitement à l'insuline. Toutefois, cette étude a été effectuée à partir de pancréas total 
et technique de Blot (Papachristou et al, l Dans notre 
nous avons observé la SS par RT-PCR à partir pancréas et 
confirmé nos résultats à partir d'îlots purifiés, exhaustivement détaillés dans l'article 
3. 
L'arrêt du traitement à l'insuline pendant 21 jours a de nouveau induit une 
hyperglycémie comparable à celle survenue lors de l'induction du diabète par la 
streptozotocine. Par contre, la triglycéridémie est restée à un niveau normal suggérant 
un métabolisme des acides gras dans une voie autre que celle de la lipogénèse des 
adipocytes. En effet la lipoprotéine lipase qui permet l'entrée des acides gras dans les 
adipocytes est insulino-dépendante, elle n'est donc pas opérationnelle lors d'un arrêt 
du traitement à l'insuline sur des sujets diabétiques. Par contre, le foie peut utiliser 
une partie des graisses pour la synthèse de corps cétoniques ce qui pourrait expliquer 
u.."1e triglycéridémie normale. Nous avons aussi observé que l'expression de la 
somatostatine revenait à un niveau élevé comparable à observé au cours du 
diabète. Nous sommes les seuls à ce jour à avoir effectué cette expérience, détaillée 
dans l'article 3. 
Nous avons poursuivi notre étude en démontrant que ces effets de l'insuline 
sur le métabolisme de la SS, observés in vivo étaient les mêmes (article 
des îlots purifiés de rats normaux ou diabétiques mis en culture 
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nous avons confinné que sur les cellules RIN-14B, l'insuline exerçait un effet 
inhibiteur sur le contrôle 
premiers à avoir ae:rnorure 
l'expression du messager de la SS, et nous sommes les 
à dépendant concentration et 
cet effet est totalement indépendant de 
la concentration de glucose et requiert la synthèse de novo d'un ou plusieurs facteurs 
protéiques. L'inhibition de l'expression de la SS par l'insuline corrèle avec une 
inhibition de la synthèse de la SS. 
L'ensemble de ces résultats démontre que l'insuline joue un rôle dans le 
contrôle du métabolisme de la SS pancréatique, à savoir l'inhibition de l'expression 
de son gène et sa synthèse protéique. Une carence en insuline dans le cas du diabète, 
entraîne donc une augmentation de l'expression du gène et des contenus de la SS. 
Quels peuvent donc être les effets biologiques et les conséquences de tels 
changements du métabolisme de la SS pancréatique au niveau local (l'îlot de 
Langerhans) sous les conditions physiologiques et au cours du diabète? 
3- Effets biologiques potentiels du contrôle de fa SS p~m.créatique pa:r l'insuHne 
sur le pancréas endoc:rine. 
* Sous conditions physiologiques 
Afin bien comprendre les implications ~·~,.~,..., . ..., contrôle de 
sur l'expression, la synthèse et la sécrétion de la SS, il est essentiel de rappeler que les 
entre elles au de paracrme. 
est source 
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de produire de 
de 
(Brirnnes MK et 2002; Kojirna et al., 2004). Les 
effets biologiques de l'insuline au niveau de l'organisme ont été détaillés dans 
de cette thèse. De nombreuses études ont que le glucagon 
la sécrétion de 1 autant chez (Bjork et al., 1998) 
rat (Jarrousse et al., 1984; Saudek et al., 1999) ou le porc (Bertuzzi et al., 1995). A 
l'inverse, l'insuline inhibe la sécrétion de glucagon chez l'humain (Waeber et al., 
1997) et chez le rat (Mamyama et al., 1984 ). Le glucagon est connu pour stimuler la 
sécrétion de SS chez le rat (Murakami et al., 1982), chez la truite arc-en-ciel 
(Eilertson et al., 1995). Le rôle de l'insuline sur la sécrétion de SS pancréatique est 
quant à lui controversé, nous l'avons exhaustivement détaillé dans l'introduction de 
cette thèse. Enfin, il est bien reconnu aujourd'hui que la SS inhibe la sécrétion des 
hormones insuline et glucagon, mais n'a aucun effet sur la libération du polypeptide 
pancréatique (Kleinman et al., 1995). Plusieurs études sont d'accord pour stipuler que 
la SS-14 pancréatique contrôlerait l'inhibition du glucagon chez le rat via une action 
locale (Cejvan et al., 2003), il en serait de même chez la souris (Strowski et al., 2000). 
Par contre, l'inhibition de l'insuline serait préférentiellement contrôlée par la SS-28 
intestinale chez le babouin (Ensinck JW et al., 1997), chez le rat (Brown M et al., 
1981; Amherdt et al., 1987; Schuit et al, 1989), chez l'humain (Klaff et al., 1983; 
D' Alessio et 1989) et le hamster et al., 1982) ceci s'expliquant par la 
présence sur les cellules bêta SST-5 ayant une pour la SS-28 
et al., seule la 
retrouvée dans la circulation périphérique suite à une prise alimentaire 
1 
et al., 1 et 1 Ces la 
majoritaire de SS dans le pancréas, presque pas de rôle dans la 
physiologie endocrine de l'insuline. Ceci a été expliqué par Bor1ner- et Orci 
que corps central des îlots Langerhans fonné par les bêta 
de manière centrifuge 
libérée par les cellules delta périphériques (Bonner-Weir et Orci, 1982). Cette étude a 
été confirmée plus tard par Samols et Stagnier, 1991. Par contre, la sécrétion 
paracrine d'insuline a pour cible les cellules delta pancréatiques. Dans le milieu 
interstitiel de l'îlot, les concentrations d'insuline peuvent être très élevées allant 
jusqu'à 1 OO nM (Bonner-Weir et Orci, 1982) et justifiant ainsi l'utilisation de cette 
concentration dans notre étude in vitro sur les cellules RIN-14B et les îlots purifiés. 
Même si de nombreux effets biologiques principalement inhibiteurs ont été 
attribués à la SS et détaillés dans l'introduction de cette thèse, aucun d'entre eux n'a 
été attribué à la SS pancréatique spécifiquement, hormis pour l'inhibition de la 
sécrétion du glucagon. 
Donc, à la lumière de l'ensemble de ces résultats, dans des conditions 
physiologiques, la libération de SS pancréatique aurait pour cible les ceHules alpha à 
glucagon qui possèdent le SST-2 ayant une haute affinité la SS-14, forme 
principale de SS dans le pancréas (Strowski et 2000, Cejvan et al., 2003). La mise 
en évidence de l'action de 1a cellule delta sur cellule alpha poun-ait aussi expliquer 
les dérégulations métaboliques des honnones pancréatiques survenant au cours du 
1 
* cours diabète 
Nous avons exhaustivement détaiHé résultats que nous avons obtenus sur 
l'expression du gène de la SS et sa synthèse qui sont significativement augmentées 
au cours diabète expérimental induit la streptozotocine 3 et 
nous pu Sl était altérée au cours 
diabète puisque le niveau de SS libérée n'était pas détectable probablement du fait de 
l'effet inhibiteur de 94 % de l'insuline sur les contenus en SS des cellules RIN-14B. 
Par contre, il est évident que les anomalies métaboliques de la SS au cours du diabète 
sont une conséquence directe d'une déficience en insuline puisqu'un traitement avec 
l'hormone restaure la physiologie de la cellule delta et qu'un arrêt du traitement au 
contraire induit les mêmes anomalies observées au cours du diabète initial. Nous 
avons démontré que ces effets étaient indépendants de la glycémie (article 4). Ainsi, 
la physiologie de la cellule delta pancréatique semble directement reliée à la 
physiologie de la cellule bêta au cours du diabète. Mais il n'est pas exclu que ce 
contrôle puisse également exister dans les conditions physiologiques même s'il est 
peu probable étant donné le temps requis pour aboutir à de tels changements. En effet, 
dans les conditions physiologiques, la relâche d'insuline est transitoire et en 
dehors des repas tandis qu'au cours du diabète l'état d'insuffisance est permanent. 
Si l'effet de la cellule bêta sur cellule delta semble bien établi à la lumière 
de tous ces résultats, il est également possible d'envisager une étroite relation 
réciproque entre la cellule delta et la alpha. effet, nous venons d'expliquer 
les conséquences diabète sur physiologie la delta. Il est que 
ces changements vont des cibles de SS pancréatique sont les 
164 
et cours 
diabète, des études ont démontré une hyperglucagonémie soit une augmentation 
et al., 1976, et al., 1978), une augmentation du nombre des dans 
et Patel et 1 et une 
augmentation des contenus en glucagon des cellules alpha (Patel et al., 1978). Le 
glucagon sous conditions physiologiques est libéré lorsque la glycémie baisse 
généralement en état de jeûne ou de stress et agit essentiellement au niveau du foie 
où il stimule la glycogénolyse et la néoglucogénèse (Jiang et Zhang, 2003). Suite à un 
repas, l'insulinémie augmente et la glucagonémie diminue. Par contre, au cours du 
diabète, la libération de ! 'insuline est retardée ou inefficace mais celle du glucagon 
ne diminue pas au contraire, générant l'hyperglucagonémie largement responsable de 
l'hyperglycémie (Dinneen et al., 1995). Nous avons vu que la SS inhibe la sécrétion 
de glucagon. Dans le cas du diabète, nous avons obser,ré une augmentation 
importante de 1' expression et des contenus de la SS pancréatique suggérant 
vraisemblablement une augmentation de la sécrétion de l'hormone. Des études 
supportent notre hypothèse puisqu'elles ont démontré une augmentation de la SS 
plasmatique périphérique au cours du diabète induit par la streptozotocine chez Je 
singe (Jones et 1995), chez l'humain atteint de diabète juvénile (Skare et 1985; 
Beylot et al., 1986; Domschke et al., 1988) ou chez rat (Ariznavarreta et 1987). 
Une autre étude a également montré que la sécrétion SS pancréatique augmentait à 
de pancréas diabétique mis en culture (Kadowaki et 1980). études 
une des ceHules 6 mois après du 
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rat et 976; et 
Matsushima et al., 1978; Papachristou et al., 1989). Tous ces résultats suggèrent 
fortement une conséquence probable d'un effet compensatoire des celluies delta 
glucago:n localement. Mais il est que seule, la SS 
ne pas à ce phénomène, tout au 
contribuer localement au niveau de l'îlot. 
*Au cours du développement pancréatique 
Au cours du développement fœtal pancréatique, des travaux effectués chez 
l'humain ont démontré que l'expression de la SS et la densité des cellules delta 
étaient élevées par rapport aux autres types cellulaires. C'est seulement à la naissance 
que la densité des cellules bêta augmentent pour occuper 80% de 1 'îlot et que donc 
proportionnellement la densité des cellules delta diminue pour ne représenter que 3% 
du volume de l'îlot (Clark and Grant, 1983; Stefan et al. 1983, Rahier et al., 1980; 
Bocian-Sobkowska et al. 1997). Cette situation est curieusement semblable à celle 
observée au cours du diabète où certains auteurs ont décrit une hyperplasie des 
cellules delta pancréatiques (Orci et al, 1976; Makino et al., 1977; Matsushima et al., 
1978; Papachristou et al., 1989). Dans les deux cas, l'absence d'insuline semble 
favoriser le métabolisme de la cellule delta. Ceci n'est évidemment qu'une 
observation de notre pa."1: mais elle suggère cependant un effet direct de l'insuline sur 
1e contrôle de physiologie la SS. 
Toutes ces dom1ées démontrent complexité de la physiologie pancréas 
intrinsèques à la 
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et comme 
façon Ala de l'ensemble des résultats décrits dans et 
nôtres présentés dans cette il est que rôle de la SS pancréatique 
est encore mal compris. Beaucoup de spéculations et d'hypothèses sont 
tant études vont demeurer contradictoires aux changements 
observés au cours diabète, il sera toujours très difficile d'établir un consensus. 
Au cours de notre recherche nous nous sommes efforcés de comparer le plus 
objectivement possible nos études effectuées in vivo et une vitro à partir de deux 
modèles expérimentaux différents. Nous venons de discuter ces résultats en tenant 
compte d'autres études comme références afin de comprendre les conséquences 
biologiques des changements métaboliques de la SS au cours du diabète. 
Si les études présentées précédemment ont toujours eu pour objectif de mettre 
en évidence les changements métaboliques de la SS au cours du diabète et d'y 
suggérer l'effet de l'insuline, aucune d'entre elles n'a eu pour objectif de proposer les 
mécanismes intracellulaires à 1' origine ces effets. 
Notre deuxième objectif était donc mettre en évidence une v01e de 
signalisation laquelle l'insuline pourrait médier son effet inhibiteur sur 
1 'expression du messager de la somatostatine. 
Langerhans ne pas un bon modèle d'étude 
ensemble d'au 
atteindre cet objectif, les îlots de 
le sens où ils regroupent un 
à l'insuline 
et exogène. De la proportion des cellules delta étant très dans 
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il est u11e ces en 
faire une culture primaire (Ulrich et al., 2002). Nous avons donc choisi une lignée 
produisant et sécrétant la somatostatine (Bhathena et 1984) pour 
compléter notre étude sur les effets l'insuline sur métabolisme de SS 
Avant commencer l'étude proprement dite la signalisation 
cellulaire, nous nous sommes assurés de présence de des éléments essentiels 
pour l'accomplissement de la transduction du signal insulinique, à savoir un récepteur 
de l'insuline. Les cellules RIN-14B expriment le récepteur à l'insuline de type IGF-1, 
tout comme les îlots de Langerhans de rat (article 3). L'insuline, l'IGF-1 et l'IGF-2 
peuvent transduire leur signal via le récepteur à 1'IGF-l. En effet, aux concentrations 
choisies et utilisées de l'ordre du nM au µM, l'insuline peut médier ses effets via ce 
récepteur (B1akesley et al., 1999). 
4- Expériences préliminaires sur l'étude d'une voie AMPc-dépendante de 
l'insuline sur le contrôle de i'expressicm de la somatostatine pancréatique 
Nous avons précisément détaillé dans l'introduction de cette thèse que 
l'élément de réponse à l'A.\1Pc (CRE) présent dans le promoteur du gène de la SS 
était essentiel pour la transactivation du gène de 
glucagon, GIP (Gastric-Inhibitory Peptide), le 
SS. Les hormones comme 
(Vasoactive Intestinal Peptide) 
ou encore la sécrétine sont connues pour induire une augmenation du taux d' i\J\1Pc 
via liaison à des récepteurs couplés aux 
l'activation d'une adény1ate cyclase (Patton et 1977; Ipp et al., 1978; Samo1s et 
ces hormones pouvaient induire la sécrétion 
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et ou et 
1978). Nous avons vu en que la transactivation du gène de SS 
une augmentation intracellulaire taux d' AJV[Pc responsable 
1 de la kinase A cytoplasmique et dissociation des ses deux 
sous 
transloquent dans le noyau pour phosphoryler le facteur de transcription CREB. 
Phospho-CREB lie alors son élément CRE sur le promoteur avec l'aide d'un co-
facteur et le gène de la SS est alors transactivé (Montminy et al., 1986; Zhu et al., 
1989; Kwok et al., 1994). 
De plus, comme nous l'avons décrit dans l'introduction, certaines études 
antérieures et plus récentes ont très bien démontré le couplage entre des récepteurs à 
activité tyrosine kinase et des protéines G capables de provoquer des effets 
biologiques via une voie A.\1Pc-dépendante (O'Brien et al., 1987; Pertseva et al., 
1995; Sanchez-Margalet et al., 1999; Pertseva et al., 2003; Kreuzer et al., 2004). 
A la lumière de tous ces résultats, il nous a été possible d'envisager 
objectivement que l'insuline pourrait contrôler la transactivation du gène de la SS via 
une voie A,.\1Pc-dépendante impliquant le couplage de son récepteur avec une 
protéine Gi. L de l'implication d'une protéine Gi étant la plus probable 
étant donné que l'insuline dans notre cas médie une effet négatif. 
Cependant, les deux voies principales par lesquelles l'insuline ses 
effets sont les voies la PI-3Kinase et des Kinases (Saltiel and Kahn, 2001; 
Pessin, 2002; and avons donc également 
ces en regard de 1' de 1 sur l'expression de la SS. 
Nos 4 
voies de signalisation de l'insuline citées précédemment soient .... .,,.,..., 
l'inhibition de la transactivation 
blocage spécifique 
inhibiteur 
gène de la SS pancréatique. le 
contre, le blocage de voie PI-3Kinase par le L Y294002 n'a empêché que 
partiellement cet effet négatif. Ceci suppose donc une implication prépondérante de la 
voie MAP Kinase. Dans le but de vérifier si la voie mettant en jeu le couplage d'une 
protéine Gi avec le récepteur de l'insuline était réellement impliquée, nous avons 
commencé notre recherche en inhibant l'activité de la protéine Gi par la toxine 
pertussique connue pour inhiber son activité d'une part et nous avons amplifié la voie 
AMPc-dépendante par un analogue pharmacologique de l'AMPc, le Br-AMPc d'autre 
part. Nos résultats suggèrent effectivement l'implication d'une protéine Gi puisque 
son inhibition en présence d'insuline résulte en une augmentation significative de 
l'expression du messager de la SS, suggérant ainsi l'incapacité de l'insuline de médier 
son effet inhibiteur sur le gène de la SS autrement que par l'activation d'une protéine 
Gi. Nous avons obtenu ces résultats alors que les cellules RlN-14B avaient été en 
présence pendant 2 heures avec la toxine pertussique préalablement activée par 2 mM 
et 2 mM ATP, avant l'ajout de l'insuline pendant 4 heures. Les mêmes résultats 
ont été obtenus lorsque les cellules avaient été préincubées 16 heures avec la toxine 
non activée par DTT et avant l'insuline (résultats non 
présentés dans l'article du Br-A1VIPc en présence d'insuline est au 
effet, nous nous serions logiquement attendus à une augmentation de 
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malgré la présence l'insuline. Cependant, la concentration utilisée du 
1 n'est peut-être pas suffisante. Même si cette concentration 
la transactivation basale des cellules RIN-14B, elle n'est 
contrecarrer ces 
résultats peuvent aussi suggérer l'implication de phosphodiestérases conn.ues pour 
catalyser la réaction inverse de l'adénylate cyclase, soit une hydrolyse de l'AMPc, 
aboutissant ainsi à une diminution de son niveau intracellulaire. Des études ont en 
effet démontré l'effet de l'insuline sur l'augmentation de l'activité des 
phosphodiestérases (PDE) chez le rat (Kitamura et al., 1999, Hasegawa M et al., 
2002) pouvant être médié par la voie MAPKinase (MacKenzie et al., 2000). 
Ces résultats encore préliminaires ouvrent cependant de grandes portes quant à 
la régulation du gène de la SS pancréatique par l'insuline, mettant clairement en 
évidence un effet paracrine de la cellule bêta sur la cellule delta. Ceci est très 
important pour la compréhension de la physiologie du pancréas endocrine et de la 
cellule delta autant sous conditions physiologiques que pathologiques. En effet, 
mettre en évidence des biologiques est important, mais comprendre les 
mécanismes moléculaires par lesquels apparaissent J 'est encore plus dans le but 
mettre au point des traitements thérapeutiques ciblant spécifiquement une molécule. 
1 
sur 
physiologie sécrétrice de la SS ont été à 1a base de notre recherche. En effet, certains 
auteurs ont démontré des augmentations de l'expression et des contenus de la 
somatostatine associées à une hypertrophie et une hyperplasie des cellules delta 
pancréatiques au cours du diabète (Patel et al., 1976; Orci et al., 1976; Makino et 
1977; Patel et al., 1978; Matsushima et al., 1978; Papachristou et al., 1989) alors que 
d'autres au contraire ont démontré que l'expression et les contenus en somatostatine 
pancréatique diminuaient chez des animaux spontanément diabétiques, les souris 
ob/ob et db/db (Patel et al., 1976; Patel et al., 1977). De plus, dans certains cas 
l'insuline stimulait la sécrétion de somatostatine pancréatique(Honey and Weir, 1979; 
Eilertson et al., 1995) ou l'inhibait (McEvoy, 1981; Rouiller et al., 1981; Gerber et 
al., 1981; Murakami et al., 1982; Schaffer et al., 1985, Ribes et al., 1988) ou encore, 
n'a pas eu d'effet (Patton et al, 1977; \Veir, 1979; Patel et al., 1979). Finalement, 
aucun mécanisme moléculaire n'a jamais été mis en évidence pour expliquer le rôle 
de l'insuline sur le contrôle de l'expression de la SS. 
de déterminer changements métaboliques de 
somatostatine pancréatique au cours du diabète et suite à une insulinothérapie puis 2) 
expliquer les effets observés. 
1 '"1") ,_
nos nous avons 
objectif. En effet, nous avons détenniné les changements métaboliques de SS in 
au cours du diabète, lors d'un traitement à l'insuline et suite à un arrêt de ce 
mais à des 
normaux et diabétiques, après nous assurés représentaient un 
modèle Nous avons observé dans cette étude vivo que: 
l. L'expression du messager et les contenus de la SS pancréatique augmentaient au 
cours diabète induit par la streptozotocine. 
2. Un traitement à l'insuline rétablissait l'expression du messager et les contenus de 
la SS aux niveaux observés chez les animaux contrôles. 
3. Un arrêt du traitement à l'insuline induisait les mêmes changements sur 
l'expression et les contenus de la SS que ceux observés lors de l'induction du 
diabète initial. 
Nous avons confirmé une partie de ces résultats in vitro d'une part à partir 
d'îlots purifiés de rats normaux et diabétiques et nous avons complété l'étude en 
utilisant une lignée de cellules endocrines à SS d'autre part, après nous être assurés 
représentaient un bon modèle d'étude en démontrant que: 
L'insuline exogène exerçait un effet négatif sur l'expression messager de la 
cellules d'îlots normaux et diabétiques. 
5. L'effet inhibiteur de l'insuline sur l'expression du gène de la SS pancréatique était 
temps des 
cellules 14B à l'hormone. 
sur 
indépendant de concentration de glucose présente dans le de culture des 
cellules RJN-14B. 
,., 
I. un effet négatif sur contenus en SS cellules 
tout comme in dans des pancréas totaux. 
Notre deuxième objectif était d'identifier une voie de signalisation et/ou certains 
des mécanismes moléculaires impliqués dans le signal insulinique à l'origine des 
changements métaboliques de la SS. Nos résultats obtenus à partir d'expériences 
effectuées in vitro sur les cellules RIN-14B ont démontré que: 
1. L'effet négatif de l'insuline sur l'expression de la SS des cellules RIN-14B 
nécessitait la synthèse de novo d'au moins un facteur protéique. 
2. Le signal insulinique emprunterait deux voies de signalisation séparées : la voie 
AMPc dépendante via une protéine Gi d'une part et une la voie MAP Kinase 
d'autre part. Toutes deux agiraient en synergie pour aboutir à la modulation de 
l'expression du gène de la SS. 
Évidement, nous avons encore très peu d'éléments pour caractériser en détail la voie 
menant à une diminution de l'expression du gène de la SS pancréatique 
mais nous permettent de suggérer un schéma hypothétique des voies 
dépendante et empruntées par l'insuline pour contrôler négativement la 
cette a en aux nous 
nous fixés. présente un grand intérêt dans le sens contrairement à 
plusieurs résultats contradictoires quant au rôle de l'insuline sur la physiologie 
endocrine de somatostatine pancréatique, nous avons réussi à démontrer effets 
sur même 
que sur des cellules en culture. De plus, nos derniers résultats même s'ils sont encore 
préliminaires sont les seuls à ce jour à avoir mis en évidence une voie de signalisation 
probable expliquant les effets de l'insuline sur l'expression de la SS pancréatique. 
Cependant, ces études sont préliminaires et elles mettent en évidence la 
complexité des mécanismes impliqués à la fois sous conditions physiologiques et 
pathologiques. De nombreuses questions restent sans réponse et les perspectives sont 
nombreuses pour réussir à dresser un schéma précis de l'effet insulinique sur la 
physiologie pancréatique de la SS. 
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Figure 11. Modèle hypothétique de la vofo in:mHnique sur le cont:rôle de r exp:ressiomA 
du gène de fa SS pancréatique. L'insuline activerait son récepteur à activité tyrosine 
kinase (RTK). Le couplage du RTK avec une protéine Gi résulterait en l'inhibition de 
l'activité de l'enzyme adénylate cyclase (AC) provoquant une diminution du taux d' AMPc. 
Parallèlement, l'insuline via l'activation de la voie MAP Kinase pourrait activer une 
phosphodiestérase (PDE) par ERK.112, menant également à une diminution du taux 
d' AMPc. Ceci résulterait en la diminution de l'activation de la protéine kinase AMPc 
dépendante (PK.A). Ainsi peu de sous-unité catalytiques (C) transloqueraient au noyau pour 
phosphoryler CREB (protéine de liaison de l'élément de réponse à l' AMPc, CRE). Une 
diminution du taux de phopho-CREB entraînerait une diminution de transactivation 
gène de la SS pancréatique (SS mR.i'l\JA) des cellules delta ou des cellules RIN-14B par le 
















Afin d'optimiser les résultats obtenus à des cellules RThl-14B, il serait 
refaire à purifiés. I1 est également 
indispensable de l'étude de la voie de signalisation insulinique. en 
détails, il faudrait : 
1- Etudier in vitro l'effet de l'insuline sur fa physiologie de la cellule delta à 
partir d'îlots purifiés normaux et diabétiques afin de : 
Démontrer l'effet négatif de l'insuline en rapport avec des variations 
de temps et de concentration sur l'expression de la SS. 
Démontrer l'effet inhibiteur de l'insuline sur l'expression de ia SS 
quelle que soit la concentration de glucose présente dans le milieu de 
culture. 
Démontrer l'effet inhibiteur de l'insuline sur les contenus en SS des 
îlots en culture sur une période de 48 heures. 
Démontrer l'effet stimulateur de l'insuline sur la sécrétion de SS des 
îlots en culture. 
2- l'étude de voie couplage 
d'urne protéine Gi avec le récepteur tyrosine kinase de l'insuline dans les 
ce il faudrait explorer étapes de VOle 
suggérée à la figure 11 l'utilisation agents ou 
< ~'7 l ! 1 
de 
déterminer rôle ou par le dosage de l'activité de certaines enzymes impliquées 
dans cette voie. 
Ainsi, l'utilisation inhibiteur la protéine kinase A, H89 permettrait 
mettre en de et en 
amont de phosphorylation de CREB. Le blocage de la voie AMPc dépendante sous 
ces conditions, même en présence d'insuline, devrait résulter en une diminution de 
l'expression de la SS comparativement au contrôle (Figure 12). 
L'amplification de la voie Ai\1Pc-dépendante par le Br-A.MPc à des 
concentrations de l'ordre du mM d'une part ou par 1e forskolin (50 µM) d'autre part 
devraient au contraire contrecarrer l'effet inhibiteur de l'insuline sur l'expression du 
messager de la SS. L'ajout d'inhibiteurs de phosphodiestérases comme l'IBMX 
devrait confirmer la mise enjeu de la voie AMPc-dépendante d'une part, et supporter 
notre hypothèse que la voie MAP Kinase serait impliquée dans l'activation de ces 
enzymes (Figure 12). 
Le dosage des activités des enzymes adénylate cyclase et phosphodiestérases 
dans le même conditions de stimulation en présence de 1 OO nM insuline durant 4 h 
est également envisageable. Ceci nécessiterait cependant la mise au point des 
techniques dans notre laboratoire car nous n'avons jamais effectué de tels protocoles. 
Certaines études ont cependant détaillé le protocole et pourraient servir de référence 
(Rab.net 1996; et al., 1999). 
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. ' avec 1 ou ie 
kinase à partir de membranes purifiées de cellules confinnerait leur 
à 1 'activation récepteur par 1 · (Figure 12, bleue). 
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Figure 12. Perspectives pou:r i' étude de la voie insu.Unique sur contrôle de 
l'expression du gène de la SS pancréatique. L'utilisation d'un inhibiteur de la PK.A, le 
H89, provoquerait une diminution du taux de phosphorylation de CREB, et même en 
présence d'insuline, ceci devrait résulter en une diminution de l'expression de la SS (texte 
et flèches rouges). L'amplification de la voie AMPc-dépendante par le Br-AMPc 
normalement non hydrolysable à des concentrations de l'ordre du mM devrait au contraire 
contrecarrer l'effet inhibiteur de l'insuline sur l'expression du messager de la SS. L'ajout 
d'inhibiteurs de phosphodiestérases comme l'IBMX devraient aussi provoquer une 
augmentation du taux d 'AMPc contrecarrant l'effet inhibiteur de l'insuline sur l'expression 
du messager de la SS (texte et flèches vertes). Ces études devraient nous permettre de 
confirmer la mise en jeu de la voie AMPc-dépendante d'une part, et supporter notre 
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par transfection transitoire des cellules RIN-14B. 
Nous possédons dans le laboratoire un plasmide contenant 1.5 
promoteur de la SS couplé au gène l'enzyme 
acétyl-transférase n nous a généreusement été Dr 
(Peers et al., 1995). 
Avec cet outil, il serait intéressant de confirmer toutes nos études précédentes 
quant au rôle négatif de l'insuline sur la tra.11sactivation du gène de la SS par le dosage 
de l'activité CAT des cellules transfectées avec le plasmide, à savoir ses effets en 
fonction du temps et de la concentration d'insuline. 
Une mutagénèse de l'élément de réponse CRE du promoteur permettrait 
également de confirmer l'implication d'une voie AMPc-dépendante empruntée par 
l'insuline pour contrôler le gène de la SS. 
L'ensemble de ces recherches devrait normalement aider à dresser un schéma 
linéaire du signal insulinique responsable de l'i:nhibition de l'expression du messager 
la SS pancréatique. Cependant, il existe des celiules delta à SS dans l'estomac qui 
subissent les mêmes changements métaboliques que les cellules delta pancréatiques 
au cours du diabète à savoir l'augmentation l'expression du messager et des 
et al., 1976; et al., 1976). I1 utile de refaire toute contenus en SS 
notre étude à partir cellules gastriques à SS afin de mettre en évidence un 
mécanisme consensus de l'insuline sur l'expression de la 
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